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Estudio de Espectroscopia en Infrarrojo Medio de Muestras de Sangre y
Modelos de Glucosa e Insulina para Aplicaciones de Cuantificacion de
Glucosa en Humanos

Resumen aprobado por:

Dr. Juan de\Dios Sanchez Lopez

Director de Tesis

Para el adecuado control de la diabetes mellitus, es necesario llevar un monitoreo adecuado
de la concentracion de glucosa en sangre. Dado el dolor y la incomodidad asociados al
glucometro digital, se han realizado diversos esfuerzos a fin de desarrollar técnicas 6pticas
no invasivas para la medicion de glucosa en sangre. Dentro de éstas técnicas, sobresale la
espectroscopia de infrarrojo medio. Donde, aunque los resultados muestran ser favorables,
siguen siendo parcialmente satisfactorios por la falta de enfoques interdisciplinarios. En
especial, respecto a los compuestos que participan en el mecanismo de regulacion de glucosa
que podrian participar de las mediciones espectroscépicas. Esto conlleva a realizar este
estudio, enfoque interdisciplinario, a fin de analizar con detalle la interaccion entre la luz, la
glucosa y compuestos que participan en su mecanismo de regulacion, conocer el efecto de
estas sustancias en los espectros de absorcion y los posibles alcances de las técnicas de
espectroscopia para la medicién de glicemia. Los resultados de esta investigacion muestran
que efectivamente la glucosa y la insulina se traslapan en la region espectral en la region de
1000cm™. Asi mismo, el uso del teorema de Nyquist, hace mas eficiente el pre-proceso de
sefiales bio-opticas. De tal forma que al aplicarlo dentro un disefio de experimento factorial,
se encontrd que la glucosa tiene una mayor participacion en el espectro de absorcion. Este
disefio experimental ayudo también a encontrar, a pesar del traslape espectral, que no hay
cambios estructurales en las muestras por presencia de ambos compuestos, que tengan un
efecto en el espectro de absorcion.

Palabras Clave: Espectroscopia de infrarrojo medio, glucosa, dptica biomédica.
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Capitulo 1

Introduccion

La diabetes mellitus (DM) se refiere a un grupo de enfermedades que afecta la forma en
que el cuerpo utiliza el azucar o glucosa en la sangre glucosa. Es una enfermedad cronica de
causas multiples. En su etapa inicial no produce sintomas y cuando se detecta tardiamente y
si no se trata adecuadamente ocasiona complicaciones de salud graves como infarto del
corazoln, ceguera, falla renal, amputacién de las extremidades inferiores y muerte prematura
[1]. Cuando se habla del tratamiento de la diabetes mellitus, se ha demostrado desde el
enfoque médico que el monitoreo frecuente y un control estricto de los niveles de azUcar en
la sangre son necesarios para la gestion eficaz de la enfermedad y la reduccion de las
complicaciones asociadas a la misma [2]. Estudios han mostrado que el monitoreo y
seguimiento de la concentracion de glucosa proporciona la maxima informacion sobre el
cambio los niveles de glucosa en sangre y facilita la toma de decisiones sobre el tratamiento

Optimo para el paciente diabético [3-5].

Atendiendo esta necesidad, actualmente, existen una multitud de sistemas de monitoreo
de nivel de glucosa (MNG) en el mercado. Un nimero creciente de nuevos sistemas han sido
introducidos. Ante tal escenario, tanto médicos como pacientes se encuentran constantemente
buscando orientacidn para elegir entre sistemas que varian principalmente en el rango de

precio [6].



Sin embargo, como se muestra en la Figura 1, la mayoria de estos se basan en una
interaccion electroquimica que requiere la interaccion con fluidos de muestras adquiridos por
medio de agujas o implantes. Lo que hace Ilamar la atencidn al hecho de que el dolor y la
incomodidad de estas pruebas, alejan al paciente o usuario del MNG y por consecuencia,

Ileguen a comprometer el seguimiento y tratamiento adecuado de la enfermedad [7-9].

Figura 1. Proceso estandarizado para el monitoreo de glucosa en sangre por medio de

glucometro digital [10].

Dado lo invasivo, incbmodo y costoso que puede llegar a ser el MNG, basandose en el
protocolo de extraccidn de sangre periférica, como en el caso del glucometro digital, se puede
entender la necesidad de desarrollar opciones que permitan realizar este tipo de monitoreo
con mejores posibilidad de éxito al momento de apegarse al protocolo de mediciones

indicado.



Recientes avances tecnoldgicos en la industria de la fotonica han llevado a un
resurgimiento del interés en la deteccion oOptica de la glucosa y en la factibilidad de
desarrollar un sensor Optico capaz de cuantificar la concentracion de glucosa por medios no

invasivos [2].

Un sensor de este tipo tiene el potencial de mejorar significativamente la calidad de vida
de los aproximadamente 7 millones de diabéticos en este pais [11], al permitirles realizar
mediciones de rutina de concentracion de glucosa de una forma mas conveniente.
Actualmente méas de 100 empresas pequefias y universidades estan trabajando en desarrollar
tecnologias de deteccion de glucosa por medios no invasivos 0 minimamente invasivos;

dentro de los cuales, los métodos Opticos juegan un papel importante en estos esfuerzos [2].

Las técnicas de medicion Optica de glucosa son especialmente atractivas por varias
razones: Estas se basan en radiacion no ionizante para interrogar a la muestra, por lo general,
no requieren reactivos consumibles y se anticipa considerar que serian rapidas para realizar

la medicion.

Es de suma importancia considerar que para el desarrollo de un dispositivo de medicion
del nivel de glucosa, requiere de un entendimiento de la fisiopatologia de la diabetes, asi
como de su tratamiento y el seguimiento en funcion de estandares médicos, a fin de poder

plantear una estrategia de solucion.



1.1 Justificacion

Dado el alcance actual de la epidemia global de diabetes mellitus y a la necesidad
intrinseca de realizar un control constante de la glicemia para el tratamiento de dicha
enfermedad, en todas sus variantes; se puede visualizar la oportunidad de realizar una
investigacion cuyos resultado den cabida a una alternativa viable con la que se pueda llevar
a cabo la medicion del nivel de glucosa en suero de sangre por medio de espectrometria de
infrarrojo medio. De tal forma que por la aplicacion de medios dpticos, de naturaleza no
invasiva, se pueda generar una opcion que evite el uso de agujas y otros mecanismos
invasivos, los cuéles se ha mostrado, implican factores que no promueven una medicion

constante y eficiente de la glicemia en pacientes diabéticos.

Como se menciono con anterioridad, recientemente se han realizado, por diversos grupos
de investigacion, varios esfuerzos de atacar el problema de desarrollar una herramienta de
medicion del nivel de glucosa por medios dpticos con resultados parcialmente satisfactorios,
debido a la falta de enfoques fisiologicos y bioquimicos en el proceso de investigacion.
Dejando oportunidad a la aplicacion una variedad de opciones y estrategias a considerar para

el desarrollo de este ejercicio de investigacion.

La realizacion de una investigacion interdisciplinaria, permitird ampliar el conocimiento
en el desarrollo de muestras y protocolos in vitro que permiten obtener, a diferencia de lo
encontrado en el estado del arte, un enfoque mas integral entre la interaccion de la luz y la
glucosa en sangre y los compuestos que participan del mecanismo de regulacion, de tal forma
gue se podra aportar conocimiento en el area de la dptica biomédica para aplicaciones tanto

médicas como cientificas.



1.2 Planteamiento del problema

Ante la basqueda de métodos no invasivos para la cuantizacion de la glicemia, se
observa que se han hecho diversos ejercicios de investigacion aplicando medios épticos con
resultados parciales; una razon importante de esto es la falta de enfoques fisioldgicos y
bioquimicos en estos trabajos, o una perspectiva ingenieril incompleta respecto al fenémeno
fisico a investigar. Esto en definitiva muestra una falta de enfoque interdisciplinario en el
trabajo de investigacion, que permita tener un mejor entendimiento de la interaccion entre la

luz, la glucosa y los compuestos que participan del mecanismo de regulacion de la misma.

Lo que nos lleva a la necesidad de realizar un estudio profundo de la técnica
optoelectrdnica, que, considerando enfoques bioquimicos, permita entender la interaccion de
la luz y los compuestos antes mencionados, esto desde una perspectiva de absorcion dptica,
de tal forma que los hallazgos se puedan derivar en pardmetros de instrumentacion y
protocolos que permitan una medicidn acertada y con significancia médica de la glucosa. Un
objetivo a largo plazo posterior a este trabajo, permitira explorar el desarrollo de una
alternativa a los métodos actuales de medicion de concentracion de glucosa en sangre, que
pueda promover un eficiente control de la enfermedad en pacientes diabéticos. El

planteamiento presentado en esta seccidn, nos lleva a contestar las siguientes preguntas.



1.3 Preguntas de Investigacion

1.- ;Cuéles compuestos del mecanismo de regulacion de glucosa participan y que
influencia tienen en el mecanismo de absorcidn por espectroscopia ptica en infrarrojo medio

para la cuantificacion de glucosa en sangre?
2.- ¢ Cudl es el ancho de banda de luz infrarroja méas adecuado para analizar la glucosa?

3.- ¢Cdmo generar muestras in vitro que permitan analizar los pardmetros opticos de la

glucosa en el cuerpo humano?

4.- ;Qué procedimiento permitiria analizar espectros de absorcion en la region del
infrarrojo medio, a pesar de posible traslape espectral de los componentes integrantes de las

muestras?

5.- ¢Cudl debe ser el protocolo de medicion in vitro de modelos artificiales de glucosa

en presencia de compuestos de regulacion agregados?

1.4 Objetivos del proyecto

1.4.1. Objetivo general del trabajo.

Determinar los componentes del mecanismo de glucosa que participan en estudios de
espectroscopia oOptica de infrarrojo medio para la cuantificacion de la concentracion de

glucosa, asi como su efecto en las mediciones espectroscopicas.



1.4.2 Objetivos especificos del trabajo.

Determinar que compuestos del mecanismo de regulaciéon de glucosa aportan en los

espectros de absorcion en infrarrojo medio en ejercicios de cuantificacion de glucosa.

Determinar por métodos espectroscopicos, el ancho de banda de luz infrarroja méas
eficiente para el estudio de la glucosa en sangre y posibles compuestos que se traslapen en la

misma region.

Disefiar muestras in vitro capaces de representar el mecanismo 6ptico correspondiente a
la interaccion de luz del rango de infrarrojo medio, a fin de analizar su participacién en los

espectros de absorcion.

Disefiar e implementar protocolo de anélisis de sefiales espectroscopicas para el estudio
de muestras in vitro de compuestos participantes del mecanismo de regulacién de glucosa

para su caracterizacion y cuantificacion.

Analizar el efecto en la de la participacion de los compuestos participantes en

experimentos de espectroscopia de infrarrojo medio muestras in vitro.



1.5 Metodologia

La recopilacion de la informacion sobre el tema se realizard mediante la consulta de
publicaciones cientificas, conferencias, tesis, libros y otras fuentes tales como Internet. Se
seleccionard la informacion que resulte méas relevante y que ayude a la realizacion del
proyecto, en base a esta informacidn se consideraran los esquemas de generacion de muestras
de solucién acuosa de glucosa y los pardmetros de radiacion para el estudio de

espectrometria.

Se disefiara una serie de experimentos que permita obtener informacion respecto a los
compuestos del mecanismo de regulacion de glucosa que participan en el estudio en un
escenario fisioldgico real, asi como de informacion adecuada para el disefio de muestras in
vitro de solucion acuosa de glucosa que permita la integracion de distintas macromoléculas
a fin de asimilar es espacio donde naturalmente se encuentra esta sustancia en el torrente

sanguineo.

Se llevaré a cabo un estudio de espectroscopia a fin de definir las propiedades Opticas de
las muestras in vitro disefiadas, a fin de tener un panorama mas amplio respecto a la

interaccion luz-solucion de glucosa.

Con la informacion acumulada a esta fase, se realizaran experimentos para validar los
compuestos que presentes en los espectros de absorcidn en experimentos de espectroscopia
de infrarrojo medio. Con lo que se obtendra informacion de los compuestos participantes y

de las posibles estrategias para el analisis de los espectros de absorcion.



Una vez que se obtenga el protocolo adecuado y el disefio de muestras, se procedera a
realizar un disefio de experimentos dirigido a estudiar el efecto e involucramiento de los

compuestos participantes en el estudio.

Cuando se concluya esta etapa y se comprenda la participacion de los compuestos
participantes, se analizaran los posibles alcances del uso de esta técnica y la posible

aplicacion a futuros estudios.



Capitulo 2

Diabetes Mellitus y seguimiento de la patologia

Como se menciond previamente, la diabetes mellitus son un grupo de enfermedades
metabdlicas, que aunque tienen diversas causas, estan caracterizadas por la hiperglucemia o
una elevada concentracion de glucosa en sangre delimitada por el umbral de 130mg/dL
(11.1mmol/L). La cual se asocia a que el sujeto presenta alteraciones en el metabolismo de
carbohidratos y una relativa o absoluta deficiencia de la secrecion de insulina, con grados
variables de resistencia a esta resultante de defectos en la secrecion de esta hormona, o de la

accion de la misma [12].

La hiperglucemia cronica de la diabetes se asocia con dafio a largo plazo, disfuncion e
insuficiencia de diversos 6rganos, especialmente los 0jos, los rifiones, los nervios, el corazon

y los vasos sanguineos [13].

Aunqgue esta puede variar y reasignarse, segun su etiologia, la diabetes mellitus se

clasifica de la siguiente manera:

a) La diabetes de tipo 1, que se caracteriza por la ausencia de sintesis de la hormona

insulina, generada por las células 3 del pancreas.
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b) La diabetes de tipo 2 tiene su origen en la incapacidad del cuerpo para utilizar
eficazmente la insulina, lo que a menudo a un estilo de vida sedentario y una dieta alta en

grasas y azlcares.

c) La diabetes gestacional corresponde a una hiperglicemia que se detecta por primera

vez durante el embarazo.

Actualmente en el mundo hay mas de 427 millones de personas con diabetes, donde mas
del 80% de las muertes por diabetes se registran en paises de ingresos bajos y medios [14,
15]. Se sabe también que en la proporcion de enfermos, entre el 85% y 90% de estos
corresponden a diabetes tipo 2 [15]. Aunque las causas subyacentes de la aparicion de la
enfermedad siguen en proceso de estudio, los escenarios asociados a los casos en que se
clasifica la diabetes mellitus, se explican en funcién del mecanismo de regulacion de glucosa.
Este mecanismo tiene la funcion de mantener este compuesto dentro de rangos de operacion
estable para el funcionamiento adecuado de todos los sistemas y respuestas fisiologicas. Por
lo que el estudio de la cuantificacion de la glucosa en sangre requiere un entendimiento de

los compuestos y su funcion en este proceso.

2.1 Mecanismo de regulacion de glucosa.

Nuestra comprension de la diabetes como una enfermedad metabdlica ha evolucionado
significativamente desde el descubrimiento de la insulina en la década de 1920. Esta se
identificd como un potente regulador hormonal tanto de la adicion como de la eliminacion
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de la glucosa en circulacion. Posteriormente, la diabetes fue vista como un trastorno mono-
hormonal caracterizado por una deficiencia absoluta o relativa de insulina. Desde su
descubrimiento, la insulina ha sido el Unico tratamiento farmacoldgico disponible para
pacientes con diabetes tipo 1 y un pilar de la terapia para pacientes con diabetes tipo 2

deficiente en insulina [16, 17].

El descubrimiento de hormonas adicionales con acciones glucorreguladoras ha ampliado
nuestra comprension de como una variedad de hormonas diferentes contribuyen a la
homeostasis de la glucosa [17]. En la década de 1950, el glucagdn se caracteriz6 como un
estimulo importante de la produccion de glucosa hepética. Este descubrimiento llevo a una
mejor comprension de la interaccidn entre la insulina y el glucagoén, lo que llevé a una
definicién bi-hormonal de la diabetes. Posteriormente, el descubrimiento de una segunda
hormona de células B, la amilina, se inform¢ por primera vez en 1987. Entonces se determiné
que la amilina tiene un papel que complementa al de la insulina que al igual que esta, se
encontro que es deficiente en las personas con diabetes. Este desarrollo méas reciente condujo
a una vision de la homeostasis de la glucosa que involucra maltiples hormonas pancreaticas

[18].

A mediados de la década de 1970, se identificaron varias hormonas intestinales. Una de
ellas, una hormona incretina, el péptido similar al glucagén 1 (GLP-1), fue reconocida como
otro importante contribuyente al mantenimiento de la homeostasis de la glucosa [18]. Segun

la comprensidn actual, la homeostasis de la glucosa se rige por la interaccion de la insulina,
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glucagon, amilina y hormonas incretinas. Esta mejor comprension de la homeostasis de la
glucosa es fundamental para el disefio tanto de agentes farmacoldgicos, como de desarrollos
tecnoldgico que permitan promover mejores resultados clinicos y calidad de vida para las

personas con diabetes.

La concentracion de glucosa en plasma estd en funcion de glucosa que entra en la
circulacion equilibrada por la tasa de eliminacion de glucosa de la circulacion. La glucosa
circulante se deriva de tres fuentes: absorcion intestinal durante el estado de alimentacion,
glucogendlisis y gluconeogénesis. El principal determinante de la rapidez con que la glucosa
aparece en circulacion durante el estado de alimentacion, es la tasa de vaciamiento gastrico.
Otras fuentes de glucosa en circulacion se derivan principalmente de procesos hepéticos:
glucogenolisis, correspondiente a la descomposicion del glucdgeno, que es la forma de
almacenamiento polimerizado de glucosa y por otro lado, la gluconeogeénesis, la formacion

de glucosa principalmente a partir de lactato y aminoacidos durante el estado de ayuno [19].

Los mecanismos mencionados arriba se controlan a través de las hormonas
glucorreguladoras del cuerpo, estas estan disefiadas para mantener las concentraciones de
glucosa en circulacion en un rango funcional. Estas incluyen insulina, glucagén, amilina,
péptido similar al glucagon-1 (GLP-1), péptido insulinotrépico dependiente de la glucosa
(GIP), epinefrina, cortisol y hormona del crecimiento. De estos, la insulina y la amilina se
derivan de las células B, el glucagon de las células o del pancreas y el GLP-1y el GIP de las

celulas L del intestino [20].
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En estado de ayuno, la glucosa abandona la circulacion a una velocidad constante. Para
mantener el ritmo de la desaparicion de la glucosa, es necesaria la produccion de glucosa
enddgena. La Unica fuente de produccion de glucosa enddgena es el higado. La
gluconeogénesis renal contribuye sustancialmente a la glucosa sistémica disponible sélo
durante periodos de hambre extrema. Aunque la mayoria de los tejidos tienen la capacidad
de hidrolizar el glucdgeno, solo el higado y los rifiones contienen glucosa-6-fosfatasa, la
enzima necesaria para la liberacion de glucosa en la circulacion. Por otro lado, después de
alcanzar un pico después de las comidas, la glucosa en la sangre disminuye lentamente
durante las siguientes horas, y finalmente vuelve a los niveles de ayuno. En el estado
inmediato posterior a la alimentacion, la extraccion de glucosa en el masculo y el tejido
adiposo es impulsada principalmente por la insulina. Al mismo tiempo, la produccion de
glucosa enddgena se suprime por la accién directa de la insulina, administrada a través de la
vena porta, en el higado y también por el efecto paracrino o la comunicacion directa dentro
del pancreas entre las células o y B3, o que resulta en la supresion de glucagén [20]. En la
Figura 2 se observa un diagrama de la fisiologia normal del mecanismo de regulacién de

glucosa posprandial y en ayunas.
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Figura 2. Mecanismo de regulacion de glucosa en esquema bi-normal en sujeto saludable, a)
aportacion de glucosa por parte del hidago en ayunas, b) aportacién de glucosa post-prandial
[20].

La produccion de glucosa hepética, que esta regulada principalmente por el glucagén,
mantiene las concentraciones basales de glucosa en sangre dentro de un rango normal durante
el estado de ayuno. Cuando la glucosa plasmatica cae por debajo del rango normal, la
secrecion de glucagdn aumenta, lo que resulta en la produccion de glucosa hepatica y el
retorno de la glucosa plasmatica al rango normal [21]. Esta fuente enddgena de glucosa no
es necesaria durante e inmediatamente después de una comida, y la secrecion de glucagén es
suprimida. Cuando se combina con el efecto directo de la insulina en el higado, la supresion
del glucagén produce una supresion casi total de la produccion de glucosa hepatica. En la
Figura 3, se pueden observar la concentracion liberada en plasma de insulina y glucagon

como respuesta de aparicion de glucosa, tanto para sujetos saludables como diabéticos.
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Figura 3. Secrecion de insulina y glucagon: sujetos no diabéticos y diabéticos. En sujetos no

diabéticos (izquierda), la liberacion de insulina y amilina estimulada por la glucosa de las

células B produce la supresion de la secrecion posprandial de glucagén. En un sujeto con

diabetes tipo 1, la insulina infundida no suprime la produccioén de células a de glucagon.
Adaptado de [22].

Por otro lado, en la tabla 1 se resumen los efectos y de las principales hormonas que

participan en el mecanismo de regulacion de glucosa, asi como el origen de las mismas.
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Tabla 1.

Efectos de las principales hormona glucorreguladoras. Tomado de [20].

Pancreas
Células
Glucagon Estimula la descomposicién del glucogeno hepatico almacenado.
Promueve la gluconeogénesis hepética
Promueve la cetogénesis hepatica.
Células g
Insulina Afecta el metabolismo de la glucosa y el almacenamiento de nutrientes
ingeridos.
Promueve la captacion de glucosa por las células.
Suprime la secrecion posprandial de glucagon.
Promueve la sintesis de proteinas y grasas.
Promueve el uso de la glucosa como fuente de energia.
Amilina Suprime la secrecion posprandial de glucagon.
Retrasa el vaciamiento géstrico.
Reduce la ingesta de alimentos y el peso corporal.
Intestino
Células L
GLP-1 Mejora la secrecion de insulina dependiente de la glucosa.
Suprime la secrecion posprandial de glucagén.
Retrasa el vaciamiento géstrico.
Reduce la ingesta de alimentos y el peso corporal.
Promueve la salud de las células 3
A fin de alcanzar mediciones con la sensibilidad y especificidad requerida para el

desarrollo de tecnologia dirigida hacia la cuantificacion de glucosa, el entendimiento del
mecanismo de regulacién de glucosa y de los compuestos que participan del mismo es de

vital importancia para este objetivo y se deberan tener en consideraciéon a lo largo de un

proceso de estudio y disefio de modelos y protocolos de cuantificacion de glucosa.
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2.2 Medicion de la concentracion de glucosa.

En pacientes diagnosticados con DM, el enfoque terapéutico es prevenir las
complicaciones causadas por la hiperglucemia [23]. Un estudio reciente mostré que en los
Estados Unidos, el 57.9% de los pacientes con diabetes tienen una 0 mas complicaciones
relacionadas con la diabetes y el 14.3% tienen 3 0 més [24]. El control primario de la
concentracion de glucosa o glucemia dentro de los valores recomendados establecidos es el
método principal para reducir el desarrollo y la progresion de muchas complicaciones
asociados con los efectos microvasculares de la diabetes (por ejemplo, retinopatia, nefropatia
y neuropatia). El tratamiento agresivo de la dislipidemia y la hipertension se centra en
disminuir las complicaciones cardiovasculares asociadas con los efectos macro vasculares.
Los resultados positivos del control glucémico adecuado sobre las complicaciones
microvasculares y macrovasculares se han establecido en grandes ensayos bien controlados

[25, 26].

Tradicionalmente se utilizan dos técnicas principales para evaluar el control glucémico
de un paciente: autocontrol de la glucosa en sangre (AGS) y medicién sérica de la

hemoglobina Alc (HbALlc).

El uso de AGS es un método eficaz para evaluar el control glucémico a corto plazo al
proporcionar una medicién en tiempo real de la glucosa en sangre. Ayuda a los pacientes y
médicos a evaluar los efectos de los alimentos, los medicamentos, el estrés y la actividad en

los niveles de glucosa en la sangre y hacer los ajustes adecuados[23].
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Para los pacientes con DM tipo 1 o DM 2 dependiente de la insulina, los ensayos clinicos
han demostrado que la AGS desempefia un papel en el control glucémico eficaz porque ayuda
a los pacientes a refinar y ajustar las dosis de insulina mediante el monitoreo de la

hipoglucemia asintomatica, asi como la hiperglucemia preprandial y posprandial [27].

La frecuencia de AGS depende del tipo de terapia médica, el riesgo de hipoglucemia y
la necesidad de un ajuste a corto plazo de la terapia. Las pautas actuales de la Asociacién
Americana de Diabetes (ADA) recomiendan que los pacientes con diabetes monitoreen su
glucosa por lo menos tres veces al dia [27]. Segln es estado de la enfermedad, algunos
pacientes requieren un monitoreo mas frecuente, incluidas las lecturas preprandiales y
posprandiales. Los pacientes con diabetes gestacional que toman insulina deben controlar su

glucosa en sangre 3 0 mas veces al dia.

Recientemente, varias compafiias han desarrollado monitores continuos de glucosa que
miden los niveles intersticiales de glucosa, los cuales han demostrado mejorar el control
glucémico sin aumentar sustancialmente el riesgo de hipoglucemia [28]. Sin embargo, es
importante hacer notar que la evidencia que respalda la efectividad de esta practica no es
concluyente, considerando los mecanismos fisioldgicos del transito de la glucosa al fluido

intersticial [29].

Con todo lo anterior, se puede concluir que para el tratamiento adecuado de la DM, es
necesario controlar y mantener decisiones respecto al nivel de la concentracion de glucosa
en la sangre de la forma mas precisa posible, 1o que en principio requiere de mediciones

frecuentes. Hasta hoy en dia, la técnica de AGS mas tradicional, requiere de la puncién de la
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yema del dedo con un dispositivo para obtener una gota de sangre. La muestra de sangre se
coloca sobre una tira de prueba y usualmente analizada a través de una reaccion
electroquimica. Este procedimiento, aparte de que puede llegar a ser costoso, el uso de una
lanceta 0 con una aguja pequefia para la extraccion de la muestra de sangre, ouede ser
dolorosa e incomoda, como se ha reportado en varios estudios, de que el dolor y la
incomodidad relacionados con la adquisicion de muestras de sangre, dado el procedimiento
invasivo, podrian incluso comprometer la correcta monitorizacién de la glucosa en sangre y,
por lo tanto, el control de la enfermedad [9, 30, 31]. Lo anterior conlleva a explorar el
desarrollo de técnicas no invasivas para la medicion no invasiva de glicemia, que permita
facilite un seguimiento mas adecuado tanto para pacientes como para facilitadores de salud

[32].

2.3 Medicion no invasiva del nivel de glucosa en sangre.

Un estudio previo, revel6 que de 43 dispositivos de medicion de glucosa basados en la
puncion del dedo, solo el 79% cumplian con el requisito minimo de certeza [6]. Otro trabajo
de investigacion dedicado a la revision de las tecnologias aplicables para la deteccion de
glucosa, establece que se han explorado 16 diversas técnicas para la cuantizacion no invasiva

del nivel de glucosa en sangre [33]. Estos mecanismos se presentan en la tabla 2.
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Tabla 2. Mecanismos no invasivos para la cuantificacion de concentracion de glucosa.

e lontoforesis inversa. e Fluorescencia.

e Espectroscopia de bioimpedancia. e Polarimetria.

e Espectroscopia de emision térmica. e Ultrasonido.

e Espectroscopia de absorbancia. e Deteccion electromagnética.

e Espectroscopia de infrarrojo cercano. ¢ Reflectancia localizada por

e Espectroscopia de infrarrojo medio. regulacion de temperatura.

e Espectroscopia fotoacustica. e Tomografia de coherencia Optica.

e Espectroscopia Raman. e Conformacion de calor metabolico.

e Espectroscopia ocular.

Cabe mencionar que once de estas técnicas tienen un sustento éptico, lo cual puede
entenderse como una oportunidad de utilizar este tipo de técnicas para el analisis de fluidos

organicos para aplicaciones médicas, tal y como se aprecia en la Figura 4 [32, 34].
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Figura 4. Diversas técnicas para la medicion de glucosa en sangre [32].
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Por otro lado, se han desarrollado diversos estudios basados en las propiedades Opticas
de la glucosa, de tal forma que se han visualizado diversas soluciones dirigidas hacia el
desarrollo de sensores Opticos que puedan surgir como una alternativa a la técnica actual del

glucémetro digital de puncion [32].

Algunos de estos trabajos de investigacion reportan tener resultados con una efectividad
del 80% al aplicar técnicas de espectroscopia en infrarrojo cercano, en concentraciones
acuosas de glucosa de 80 a 400 mg/dl, las cuales son el rango normal de prevalencia de este
compuesto en sangre [35]. La base fisica de la viabilidad de este tipo de investigacion, se
encuentra en el andlisis de los parametros de absorcidn dptica de la glucosa, asi como en el
analisis de la sefial adquirida. Es importante sefialar, que la busqueda de un método efectivo,
no invasivo y de base dptica para la medicion de la glucosa en sangre es un trabajo en curso;
varios grupos de investigacion han reportado, avances significativos en el desarrollo de una
técnica para tal fin, particularmente por espectroscopia en la regién del infrarrojo medio, esto
considerando mecanismos de interaccion y efectividad de los resultados, [36-38]. Lo cual
hace que sea de gran importancia hacer una revision profunda de estas caracteristicas fisicas
de los mecanismos involucrados para este fin, tomando en cuenta enfoques fisioldgicos y

bioquimicos.
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Capitulo 3

Cuantificacion optica de glucosa

Como se mencionod con anterioridad, diversos grupos de investigacion a lo largo del
mundo han mostrado interés en investigar el desarrollo de prototipos para la glicemia por
medios dpticos. Estas iniciativas varian tanto en el espectro de excitacion, la metodologia
tanto de la interaccion luz —tejido, como del medio fisiolégico donde se propone hacer la

medicion y también del alcance de los resultados.

La mayoria de los trabajos de investigacion encontrados, muestran una aproximacion al
analisis de interacciéon luz-glucosa desde un enfoque in vitro, basandose en soluciones
acuosas con distintas concentraciones de glucosa, analizadas por técnicas espectroscépicas
[33]. Esto a fin de plantear una base en los parametros de irradiacidn de estas muestras. Donde
algunas investigaciones previas, reportan el uso de espectroscopia de infrarrojo para realizar

un ejercicio de calibracion y analisis de desempefio para los diversos prototipos desarrollos.

3.1 Caracterizacion de biomateriales por espectroscopia

Infrarroja.
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La espectroscopia infrarroja (espectroscopia IR o espectroscopia vibracional) implica la
interaccion de radiacion infrarroja con la materia. Cubre una gama de técnicas, en su mayoria
basadas en espectroscopia de absorcion. Al igual que con todas las técnicas espectroscopicas,
se puede utilizar para identificar y estudiar materiales. Las muestras pueden ser sélidas,
liquidas o gaseosas. EI método o la técnica de la espectroscopia infrarroja se realiza con un
instrumento llamado espectrometro infrarrojo (0 espectrofotometro) para producir un
espectro infrarrojo. Un espectro de IR se puede visualizar en un grafico de absorbancia de
luz infrarroja (o transmitancia) en el eje vertical en funcién de la frecuencia o la longitud de
onda en el eje horizontal. Las unidades tipicas de frecuencia utilizadas en los espectros IR
son centimetros reciprocos (a veces llamados nimeros de onda), con el simbolo cm ~ 1[39].
Las unidades de longitud de onda IR se suelen dar en micrémetros (anteriormente
denominados "micrones"), simbolo pm, que estan relacionados con los nimeros de onda de
forma reciproca. Un instrumento de laboratorio comdn que utiliza esta técnica es un

espectrometro infrarrojo de transformada de Fourier (FTIR).

La region infrarroja del espectro electromagnético se divide generalmente en tres
regiones; el infrarrojo cercano, medio y lejano, llamado asi por su relacion con el espectro
visible [40]. Tal y como se muestra en la Figura 5. La energia cercana al IR mas alta,
aproximadamente 14000-4000 cm ~ ! (longitud de onda de 0.8-2.5 um) puede provocar
vibraciones armonicas o de armonicos. El infrarrojo medio, aproximadamente 4000-400 cm
~1(2.5-25 pum) se puede usar para estudiar las vibraciones fundamentales y la estructura
asociada de rotacion y vibracion. El infrarrojo lejano, aproximadamente 400-10 cm ~* (25—
1000 um), que se encuentra adyacente a la region de microondas, tiene poca energia y puede

usarse para espectroscopia rotacional. Los nombres y clasificaciones de estas subregiones
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son convenciones, y se basan tnicamente en las propiedades moleculares o electromagnéticas
relativas [39]. La espectroscopia IR se utiliza a menudo para identificar estructuras porque
los grupos funcionales dan lugar a bandas caracteristicas tanto en términos de intensidad
como de posicion (frecuencia) que normalmente se asocian a vibraciones especificas de

grupos funcionales, tal y como se puede apreciar en la Figura 6.
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Figura 5. Regiones del espectro infrarrojo [41].
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Figura 6. Regiones de vibraciones especificas para grupos funcionales [39].
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Como se menciond anteriormente, la posible caracterizacion de biofluidos se hace
factible considerando la interaccion de la luz con estos. Cuando una luz interactda con el
tejido, se pueden presentar cuatro posibles interacciones: reflexion, esparcimiento, absorcién
y transmision, como se muestra en la Figura 7. Los procesos que realmente ocurran

dependerén de la intensidad y longitud de onda de la fuente de luz utilizada, asi como de los

componentes en la muestra con la que interactla [42].

Luz

incidente
,I,:’:“\\\
Tejido con PR . .
. I'::I Slodades /. ‘.‘ Espart:mlentu
n‘ #G! ‘Ll.: // ’/' ||\\\‘ \‘A
P )
> y e Absorcién

<Transmision

Figura 7. Procesos Opticos presentes en la interaccion luz con biomateriales [42].

Dependiendo de la concentracion de algunos componentes bioldgicos las propiedades

de las muestras a analizar, se veran modificadas o tendran coeficientes variables de refraccién

n, esparcimiento psy absorcion pla.

En la propagacion de luz en materiales bioldgicos, domina el esparcimiento sobre la
reflexion debido a que las estructuras celulares de las que estan compuestos los tejidos no
son homogéneas, en algunos casos, la interaccion se da con estructuras organicas como
organelos y algunas células, que pueden tener un tamafio comparable al de la longitud de

onda utilizada para su estudio [43].
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Cuando la luz entra en contacto con la materia, aquellos fotones que no fueron reflejados
por la capa superior de la muestra o tejido, logran penetrar interactuando con los electrones
en las capas exteriores de las moléculas presentes en el material a considerar. De esta
interaccion, existen dos resultados pueden tener lugar, ya sea que el foton sea absorbido o

esparcido [43].

Para estas dos posibilidades en la interaccion entre la luz y tejido bioldgico, la absorcién
se le mide utilizando el coeficiente de absorcion (ua), con unidades de (1/cm). Donde en caso
de que la energia que tiene el foton no es igual a la diferencia de energias entre los niveles
de la molécula, el foton puede ser esparcido, variando, en la mayoria de las ocasiones, la
direccion del foton. Al esparcimiento se le cuantifica de forma similar, utilizando un
coeficiente de esparcimiento ps, que se define como la probabilidad de ocurrencia de un
evento de esparcimiento por unidad de longitud [44-46]. Basandonos en lo presentado
anteriormente, se puede afirmar que se deben considerar los parametros dpticos de la glucosa
y de los tejidos vasculares y dermatoldgicos en la region del infrarrojo (figura 3) a fin de

aproximarse a una posible solucion.

Las técnicas de absorcion dptica para la cuantificacion de la glucosa estan basadas en la
absorcion selectiva de la luz por parte de la molécula que esta descrita por la ley de Beer-
Lambert:

[ = [e~<ct (1)
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Donde lo es la intensidad de la radiacion Optica incidente, | es la intensidad transmitida,
g es el coeficiente de extincion molar en (mol/L™) cm™ y es dependiente de la longitud de

onda, C es la concentracion molar y L es la longitud de la trayectoria en cm [47].

Estas mediciones se reportan generalmente en absorbancia, A=log(lo/l), de tal manera
que la absorbancia de varios especimenes es de caracter aditivo. La espectroscopia Optica de
absorcion para la cuantificacion de glucosa generalmente se ha limitado a las regiones
espectrales de ya sea el MIR (seccién media del infrarrojo) o el infrarrojo cercano NIR [48,

49] Como se observa en las Figuras 8, 9 y 10 sefialando el resultado para cada region del

infrarrojo.
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Figura 10. Espectro de absorcién de solucion acuosa de glucosa a 100mg/dl de

concentracion en region de infrarrojo cercano [51] .
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La deteccion de glucosa usando espectroscopia de infrarrojo cercano no es un problema
sencillo. Los picos de absorcion de glucosa, cuya magnitud es relativamente pequefia en
comparacion con el gran espectro de fondo acuoso, dan normalmente mediciones con tasas

de sefial-ruido no favorables [52].

Una aproximacion importante a considerar es por medio de estudios especificos de
muestras de sangre de tal manera que se puedan considerar las propiedades Opticas de esta

como un material, asi como de sus componentes [50].

Se debe considerar también que los espectros de infrarrojo cercano son sensibles a una
serie de factores incluyendo la temperatura, el pH, y el esparcimiento. Ademas, las
mediciones in vivo pueden ser susceptibles a las diferencias en la pigmentacion de la piel,

hidratacién, el flujo de sangre, colocacion y la presion del sensor.

Cabe sefialar que el espectro NIR de la glucosa es muy similar a la de otros azucares,
incluyendo en particular, fructosa que se utiliza a menudo por los diabéticos como una
alternativa a la glucosa. Sin embargo, a pesar de estas dificultades, los métodos de infrarrojo
cercano han demostrado ser significativamente promisorios para convertirse en una técnica

viable para la deteccion no invasiva de glucosa.

Por otro lado, los métodos que usan radiacion en la region del infrarrojo medio donde la
glucosa exhibe una fuerte absorcion son ventajosos para mejorar la sensibilidad de la
medicion, cuando se comparan con los métodos que usan radiacion en las regiones del

infrarrojo cercano [36-38].
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3.2 Procesamiento de biosefales

Desde una perspectiva ingenieril, nuestros cuerpos estan constantemente comunicando
informacion sobre nuestra salud. Esta informacién puede ser capturada a través de
instrumentos fisioldgicos que son capaces de medir fendmenos como la frecuencia cardiaca,
la presidn arterial, los niveles de saturacidn de oxigeno, la glucosa en sangre, la conduccion
nerviosa, la actividad cerebral y demas; tradicionalmente, este tipo de medidas se toman en

momentos y lugares especificos [53].

El procesamiento de sefiales biomédicas implica el andlisis de estas medidas para
proporcionar informacion atil sobre la cual los facilitadores de salud puedan tomar
decisiones. Los ingenieros estan descubriendo nuevas formas de procesar estas sefiales
usando una variedad de formulas matematicas y algoritmos. Mediante el uso de medios méas
sofisticados para analizar lo que nuestros cuerpos estan diciendo, es potencialmente factible
determinar el estado de salud de un paciente a través de medidas cada vez menos invasivas

[53].

En particular, la dptica biomédica, se puede definir como la ciencia y la tecnologia que
utilizan toda la gama de la radiacion electromagnética para aplicaciones médicas. Este campo
implica la generacion y el aprovechamiento de la luz y otras formas de energia radiante cuya
unidad cuéntica es el foton. Esta ciencia incluye el uso de absorcion de la luz, emision,
transmision, dispersion, amplificacion y deteccién y utiliza una amplia variedad de métodos
y tecnologias, tales como laseres y otras fuentes de luz, fibra dptica, instrumentacion electro-
Optico, sofisticados sistemas microelectromecanicos Yy nanosistemas, para aplicaciones

médicas. La gama de aplicaciones de la 6ptica biomédica se extiende desde el diagnéstico
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médico al tratamiento y prevencion de enfermedades [44]. La posible toma de decisiones de
protocolos y disefios de instrumentacion se basaran en funcion de los métodos de
procesamiento de biosefiales que se apliquen al problema que se esté buscando caracterizar
y cuantificar. Que en este caso corresponde a la glicemia o concentracion de glucosa en

sangre.

3.3 Mecanismos de espectroscopia infrarroja para

cuantificacion de glucosa

Diversos estudios muestran la viabilidad de analizar estas muestras in vitro por medio
de espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en inglés)
[54-56]. Recientemente, esta herramienta, mostrada en la Figura 11, se ha convertido en una
de las principales herramientas para la biomédica aplicaciones y ha logrado avances

significativos en el campo de la evaluacion clinica y de materiales. [57].

En esta técnica, la radiacion IR se hace pasar a través de una muestra. Parte de la
radiacion infrarroja es absorbida por la muestra y parte de ella pasa a través de la misma
(transmision). El espectro resultante representa la absorcion y transmision molecular,

creando de una huella digital molecular de la muestra [58].
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Figura 11. Esquematico de espectrometro FTIR [59].

Estas técnicas son relativamente simples, reproducibles, no destructivas al tejido, y sélo
pequefas cantidades de material (microgramos a nanogramos) con una preparacién minima

de las muestras, son requeridas para llevar a cabo este tipo de estudios [57].

Diversos trabajos previamente publicados consideran esta técnica como una herramienta
de calibracion y anélisis, a fin de estimar el desempefio de los diversos métodos y prototipos
para el estudio de la cuantizacion de glucosa por medios Opticos [56, 60]. Lo cual lo sugiere
como una técnica valida y de utilidad para el desarrollo de un prototipo de medicion de

glucosa por medios Opticos.
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Un parametro importante en el desarrollo de estos ejercicios de investigacion,
corresponde al desarrollo de la muestras in vitro para analizar o definir una métrica para el

estudio de la interaccion luz-glucosa.

Se han realizado ejercicios de investigacion donde en base al resultado de estudios de
espectroscopia de la glucosa o de soluciones acuosas de glucosa los cuales han sido utilizados
para analizar la ya mencionada interaccion y a fin de considerar parametros de irradiacion

[61], tal y como se puede apreciar en los distintos espectros mostrados en la Figura 12.
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Figura 12. Espectros de absorcion de glucosa a distintas concentraciones en region de

infrarrojo medio [61].

Sin embargo, la composicion de las muestras in vitro con las cuales se han hecho estos

estudios, se basan en soluciones acuosas [62, 63]. Se ha encontrado que en algunas ocasiones,
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este ejercicio de deteccidn se ha realizado dandole méas importancia a la basqueda del umbral
de resolucidn de la técnica o de los detectores, que al significado biomédico o fisioldgico de
la técnica o modelos de solucion de in vitro propuestos. Tal y como se puede ver en la Figura
13, donde la cantidad de soluto de glucosa en las muestras analizada, se basa en un porcentaje

de concentracion, lo que no necesariamente tendria una significancia fisiologica.

2%
s 5%
0.060 £ 10%
0.055q £ 159,
0.050 4 11 — 20%
0.045 - AR, s LT .

Timas(s]

Repsone(V)

0.000 bend™ :

T

T T T 1
3.1x10°  3.1x10° 3.1x10° 3.1x10° 3.1x10°
Times(S)

Figura 13. Medicion en voltaje de absorcién de luz en muestra acuosa de glucosa. La

irradiacion se realiz6 a 1450 nm, capturado por un fotodiodo, cambiando la concentracion

de glucosa en una muestra acuosa de glucosa [62].
Considerando lo mencionado arriba, hace importante considerar la importancia de

utilizar modelos in vitro que tengan una similitud en composicion y con propiedades opticas

similares a las que se conocen in vivo. De tal forma que la aproximacion pueda ser adecuada.
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Un estudio ha revelado el uso de glucosa, suero fisiologico y de solucion intralipid, este
ultimo es un nutriente de uso intravenoso constituido por una emulsion de micelas de
fosfolipidos y agua, que se usa comunmente en experimentos de dosimetria de luz [64]. De
tal forma que de manera fisioldgicamente significativa, se puedan construir modelos in vitro
que permitan realizar pruebas de calibracion de un prototipo de medicion de nivel de glucosa

por espectroscopia de infrarrojo [56].

Sin embargo los resultados siguen siendo preliminares al momento de analizar los
resultados de sensibilidad ante los diversos componentes y la informacidn que esta técnica

aporta al momento de hacer la transferencia tecnoldgica a muestras in vivo.

Teniendo en consideracién los diversos factores y componentes que constituyen el tejido
corporal y en particular la sangre. Se han realizado diversas aproximaciones para la
construccion de modelos in vitro que permitan analizar el alcance de la espectroscopia
infrarroja para el procesamiento de sefiales para la cuantizacion de glucosa en el flujo

sanguineo.

Algunas de estas aproximaciones han considerado longitudes de onda de infrarrojo
cercano para la irradiacion de la muestras a analizar [51, 62, 65, 66]. Se sabe que esta region
del espectro electromagnético es segura para las células y tiene bandas de absorcidn
especificas para la glucosa [54]. Por lo tanto, diversos investigadores se han dado a la tarea
de considerar diversos factores y escenarios para analizar la viabilidad de desarrollar un

método de cuantizacion de glucosa basado en espectroscopia de infrarrojo. Un esquema
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revisado, considera la dindmica de fluidos para hacer aproximaciones similares a las

existentes en el cuerpo humano, tal y como se puede apreciar en la Figura 14 [62].
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Figura 14. Esquematico de arreglo electro-fluido de medicion de glucosa, con deteccion
por fotodiodos [62].

Como se puede apreciar en la figura 6, debido a lo preliminar de este estudio, las
concentraciones de glucosa utilizada en sus modelos, estaban definidas en funcion de
porcentajes, estas fueron establecidas de tal forma que permitieran encontrar distintas
respuestas en los fotodiodos utilizados para realizar la medicion, mas no necesariamente para
seguir una significancia fisiologica. Esta estrategia ha sido utilizada en diversos trabajos a

fin de definir parametros de absorcion en funcién de los sensores utilizados [62, 63].

A pesar de existir bandas de absorcion especificas para la glucosa en la region infrarroja,

se ha reportado que existe un considerable riesgo de superposicion con otros compuestos
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bioldgicos que presentan bandas de absorcidn similares, tal y como se puede apreciar en la

tabla 3.

Tabla 3. Bandas de absorcion en espectro de infrarrojo cercano para diversos
compuestos bioldgicos [67].

Glucose” Water” Hemoglobin® Fat"” Protein”
714 749
760 (E)
770
805 (E)
820 (E)
880
939 910 920 910
880
1126 1211 1020 (E) 1040 1020
1408 1450
1536
1688
1787
1934
2261 2299° 21747
2326 2342° 22887

Debido a lo mostrado en la tabla 3, otros trabajos analizados sugieren la necesidad de
considerar estrategias especificas de analisis como el uso de bases de datos para comparacion
0 ajustes de calibracion a fin de mejorar la especificidad factible a alcanzar con esta técnica

[54, 68].

De manera mas reciente, dado el desarrollo de nuevas fuentes de luz, se ha explorado la
espectroscopia para la region del infrarrojo medio con resultados considerablemente
positivos, como el del esquematico mostrado en la figura 15. Donde se hace una exploracion

de la cuantificacion de glucosa en fluido intersticial [35, 56, 69].
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Figura 15. Arreglo experimental para cuantizacion infrarroja por espectroscopia de

infrarrojo medio [35].

Sin embargo, al momento de realizar la validacién de desempefio de este prototipo, se

encontrd que no es del todo factible realizar una discriminacion de niveles en sus resultados,

como se puede apreciar en la Figura 16.
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Figura 16. Espectro de luz esparcido en palma de mano por iluminacion en region de

infrarrojo medio correspondiente a distintas concentraciones de glucosa [35].

Donde estos resultados se obtuvieron de analizar solamente a tres individuos saludables,
los cuales solamente tomaron una racion de dulces de grenetina para aumentar
temporalmente la concentracion de glucosa. Se puede notar cierta superposicion en las curvas
que podria comprometer la evaluacion de la medicion, asi como también la necesidad de
considerar una metodologia integral para la validacion que pueda considerar casos mas

generales y cercanos a la realidad.

La deteccion de la sefial dptica para el andlisis ha sido reportada por diversos
mecanismos, lo cuales van desde sensores dpticos especificos [35], asi como accesorios de
deteccidn basados en fendmenos Opticos como la reflexién total atenuada U [69]. Del mismo
modo se han hecho estudios considerando el uso de fibras monomodales conectadas a

espectrometros comerciales [63].
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Figura 17. Arreglo experimental de irradiacion de muestra acuosa de glucosa con fuente de
luz LED [63].

En la Figura 17 se puede observar un esquematico de sistema Optico para la deteccién
de glucosa basado en irradiacion por led, donde la luz transmitida a través de una muestra in
vitro es llevada a un espectrometro a través de una fibra Optica. Mientras que en la Figura 18
se observa diversas configuraciones de sensores de fibra para medicion de absorcion de luz

por reflexion total atenuada.
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d ¢

Figura 18. Diferentes configuraciones de sensores de fibra en configuracion: (a) cilindrica,
(b) semicircular, (c) doble vuelta, (d) tripe vuelta y (e) en conformacion U [69].

Dado el interés global respecto a la epidemia de diabetes, es de entender que existan a
nivel mundial, una variedad de esfuerzos por diversos particulares y grupos de investigacion,
para encontrar una alternativa al proceso de medicion tradicional para el nivel de glucosa en

sangre que no requiera la extraccion de una muestra de sangre para realizarla.

3.4 Estado de la técnica de la cuantificacion de glucosa por

espectroscopia de infrarrojo

En esta seccion se presentan los avances plasmados en patentes de los mencionados con
anterioridad, donde se muestra la proteccion del desarrollo de dispositivos o ideas para la

cuantizacion de glucosa por medios opticos.
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En la tabla 4 se listan las patentes P# estudiadas, donde se considera el rango de

irradiacion utilizado, la region del cuerpo que se considera para llevar a cabo la medicion, asi

como la mencion de especificaciones como el procesamiento de la biosefial adquirida y si la

informacidn presentada en la patente evidencia la existencia de un prototipo funcional.

Tabla 4. Parametros publicados en patentes de medicién de glucosa por espectroscopia

de infrarrojo.

P1

P2

P3 P4

P5

P6

P7

P8

Deteccion
de glucosa

X

X

X X

X

X

X

~ Método
Optico

Infrarrojo
cercano

Infrarrojo
medio

Luz
visible

Se
especifica A

Espectros
copia

Irradiacio
n en mano

Irradiacio
n en brazo

Irradiacio
n en dedo

Lugar de
irradiacién no
especifico

Procesam
iento de sedal

Idea
plasmada en
prototipo
funcional

Pais

SA

SA

SA SA

SA

SA

SA

SA
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P1) Kanayama, S., Khalil, O. S., Jeng, T. W., & Yeh, S. J. (2012). U.S. Patent No.
8,315,681. Washington, DC: U.S. Patent and Trademark Office.

P2) Yen, M. S., Wang, W., Chou, C. C., & Chuang, C. P. (2012). U.S. Patent Application
13/421,290. Washington, DC: U.S. Patent and Trademark Office.

P3) Liakat, S., Gmachl, C. F., Michel, A. P., & Bors, K. (2014). U.S. Patent Application
14/470,386. Washington, DC: U.S. Patent and Trademark Office.

P4) Weckstrom, K. P., & Ristolainen, K. J. (2000). U.S. Patent No. 6,041,247.
Washington, DC: U.S. Patent and Trademark Office.

P5) Polak, A. J. (2002). U.S. Patent No. 6,383,767. Washington, DC: U.S. Patent and
Trademark Office.

P6) Fine, I., & Shvartsman, L. (2003). U.S. Patent No. 6,587,704. Washington, DC: U.S.

Patent and Trademark Office.

P7) Ciurczak, E. W., Bynum, K. P., & Mark, H. (2004). U.S. Patent No. 6,675,030.

Washington, DC: U.S. Patent and Trademark Office.

P8) Miki, K., Amano, T., & Hoshina, S. (2001). U.S. Patent Application 09/966,531.

Washington, DC: U.S. Patent and Trademark Office.

Se reportan varios documentos de patente registrados en Estados Unidos, con los cuales
se protege el posible desarrollo de algun dispositivo de medicion de glucosa en sangre. La
mayoria de estos corresponden a desarrollos realizados en algun pais distinto a donde estan

siendo registrados y presentan ciertas observaciones respecto al alcance de estas patentes.
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Como se puede apreciar en la tabla 1, un nimero considerable de las patentes analizadas
(P2, P5, P6, P7, P8), proponen el registro y proteccion de ideas que no evidencian el
desarrollo tangible o funcional de un prototipo construido que sustente la viabilidad funcional
de lo patentado. Se sabe que es factible en ciertas oficinas de patentes el hecho de proteger
por medio de esta figura juridica, una idea que no necesariamente represente a un prototipo

funcional.

En la figura 19 se puede apreciar un ejemplo de esto; donde una (P4) reporta haber
desarrollado un sistema de medicion de glucosa en sangre donde se hace referencia a la
medicién directa por medio de luz de una longitud de onda no especificada emitida por una
fuente, (referencia 38 en la figura 5), la cual es captada por una fibra posicionada en la seccién

opuesta del dedo.
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Figura 19. Esquematico de patente de dispositivo de cuantizacion dptica de glucosa en

sangre [70]
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Asi mismo, existen documentos de patente que consideran dispositivos “wearebles” (de
uso cotidiano), en donde de igual manera se propone el uso de un dispositivo similar a un
reloj de pulsera, capaz de irradiar luz de longitud de onda no especificara y cuantificar la

glucosa en sangre por reflectancia difusa (P2), como se puede apreciar en la Figura 20.
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Figura 20. Esquematico de patente de dispositivo de uso cotidiano para la medicion de

glucosa en sangre [71].

Ninguna de las patentes encontradas considera el efecto de los compuestos que
participan en el mecanismo de regulacién de glucosa. Dejando la posibilidad de explorar la
participacion de estas sustancias a fin de encontrar una solucién que tenga sustento
fisiolégico y considere los requisitos de sensibilidad y especificidad requeridos para

aplicacion médica.

Con todo lo anterior, se puede notar que se encuentran diversos esfuerzos por parte de

varios grupos de investigacion y particulares a fin de encontrar una alternativa funcional para

la medicién del nivel de glucosa en sangre por medios 6pticos.
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Por un lado, esto muestra el amplio interés por este tema y la oportunidad del mismo

como un area de investigacion vigente.

Las aproximaciones protegidas a través de patentes muestran un avance en estas
investigaciones y desarrollos, sin embargo, siguen dejando oportunidad de explorar
posibilidades y variantes del proceso a fin de obtener un producto viable con un

funcionamiento adecuado para realizar la tarea de la medicion de glucosa.

Entre las posibles variantes, se puede mencionar el uso de una region del infrarrojo
especifica, el mecanismo de adquisicidn y procesamiento de la biosefial, asi como también

el uso de presién mecanica en la regién corporal a analizar.

El estudio de estas variantes plantea la posibilidad de algin desarrollo tecnolégico que

pueda ser de consideracion dentro de los esfuerzos globales en este tema.

Capitulo 4

Exploracion en muestras de sangre.

En la busqueda para desarrollar alternativas no invasivas al glucometro digital comun,
varios estudios han explorado técnicas para la cuantificacién de la glucosa en sangre basadas
en la espectroscopia de infrarrojo medio [2, 33]. En la referencia [56], los autores reportaron
que longitudes de onda entre 9 y 11um son Utiles para la medicion adecuada de la glucosa en

escenarios in-vitro.
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Otros estudios, llevados a cabo en etapas in vitro, se han basado en el uso de muestras
de glucosa acuosas, para analizar la viabilidad de la técnica, proponiendo asi un modelo
simplificado de sangre simplificado y desde alli, desarrollar un protocolo para adquirir y
analizar espectros con el objetivo de cuantificar la glucosa. [56, 61, 69]. Pero cuando estas
técnicas se transfirieron a un escenario in vivo, se requirié la aplicacion de diferentes métodos
matematicos para transformar o adaptar los resultados por lecturas y obtener una posible
lectura de la concentracion de glucosa que se acercara a los resultados de las medidas de
control. [35, 72]. Por lo tanto, para obtener una mejor comprension de la interaccion entre las
muestras de sangre reales y la luz infrarroja en la region IR mencionada anteriormente, es
importante considerar la composicion de la sangre total y los compuestos involucrados en el
mecanismo de regulacion de la glucosa. En ambos casos, la insulina desempefia un papel
predominante tanto en la absorcién optica en la regién en la que se han reportado firmas
espectrales para la glucosa, asi como en la regulacion de la concentracion de glucosa. [73].
Un estudio en este ambito aportaria una mejor comprension del papel de la insulina durante
la cuantificacién de la glucosa por medios espectroscopicos en la region del medio IR en un

escenario fisioldgico real.

4.1 Procedimiento experimental

Se realizd una caracterizacion espectroscopica inicial de insulina con una muestra
farmacéutica de insulina de origen de ADN recombinante humano de accién intermedia
(Lilly, Humulin N®), que se comparé con el espectro obtenido de una solucion estandar de

glucosa a 550 mg / dL (Carolina Biological Supply ). La adquisicion de muestras de sangre
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con un gradiente de concentracion de glucosa se realiz6 mediante una prueba oral de
tolerancia a la glucosa (OGTT). Por razones de salud y seguridad, este experimento se aplico
a un sujeto sano. [74]; de quien se obtuvieron muestras de sangre de tamafio de gota y se
cuantificaron con un glucémetro digital (Jhonson & Jhonson, One touch Ultra 2®). Los
espectros de absorcion para las muestras de sangre, glucosa e insulina se obtuvieron con un
espectrometro FTIR (PerkinElmer, Spectrum Two), con una resolucion de 4 cm™. Con el fin
de obtener lecturas especificas de los cambios en la concentracion de glucosa de los ensayos
de OGTT, una muestra del estado de ayuno del sujeto se considerd la lectura base para aplicar
una medicion de espectroscopia diferencial. Por lo tanto, todos los cambios en los espectros
de absorcién de las muestras de sangre estan relacionados con las variaciones de
concentracion en la glucosa y sus correspondientes mecanismos de regulacion del

mecanismo, descuidando los efectos del resto de los componentes de la sangre.

4.2 Resultados de estudio espectroscopico de muestras de

sangre en prueba de tolerancia a la glucosa.

Un primer hallazgo en esta investigacion es que la insulina es una hormona proteinica
gue tiene un espectro de absorcion en la region IR media que también corresponde a la
glucosa. Como se muestra en la Figura 21, se han reportado zonas de traslape entre la region

de los carbohidratos y acidos nucleicos, comunes en las proteinas [73].
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Figura 21. Regiones de absorcion caracteristicas para macromoléculas [73].

La Figura 22 muestra que el espectro de absorcidn se encuentra en la misma region
tanto para la glucosa como para la insulina (1100-900 cm™). A pesar de que corresponden a
diferentes modos de vibracion y perpendiculares entre si. [75], la magnitud de su espectro de

absorcion se encuentra en el mismo orden de magnitud.

La Figura 23 muestra los espectros obtenidos de muestras de sangre durante el OGTT,
en el que se observa un aumento en los espectros de absorcion en la region especifica de
glucosa (1100-1000 cm™). No obstante, en la misma figura, se esperaria que los picos de
absorcion para las muestras obtenidas a t = 40 minutos y t = 50 minutos, que tienen una
magnitud similar, estén por debajo de la que corresponde a la concentracién mas alta (t = 30
minutos), dada la cantidad de glucosa que contienen con respecto a la de t = 30min que es la

que mayor concentracion.
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Figura 22. Espectro FTIR para ambas muestras de insulina nativa y glucosa.

0.003 . T . r : | . | i
Base 87mg/dL (t=0)
—— 102 mg/dL (t=10 mins) ||
= 113 mg/dL (t=20 mins) ||
—— 130 mg/dL (t=30 mins)
—.0.002 - —— 103 mg/dL (t=40 mins) |4
) ——— 91 mg/dL (t=50 mins)
< g
=
3
=
2
0.001 -
<
0.000

I i I i I i I i I i
1150 1100 1050 1000 950 900
Wavenumber [cm’l]

Figura 23. Espectro FTIR de muestras de sangre durante la OGTT de una muestra sana.
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Estas lecturas de absorcion inesperadas podrian estar asociadas a la insulina existente
en las muestras de sangre. Desde una perspectiva médica, la liberacion de insulina en el
torrente sanguineo se activa por medio de la ingesta de carbohidratos, haciéndola disponible
durante el OGTT a una tasa positiva y similar a la de la glucosa. [20]. La interferencia de

absorcion oOptica de estos compuestos no permite una cuantificacion directa de la glucosa.

4.3 Discusion de resultados de estudio espectroscopico de

muestras de sangre en prueba de tolerancia a la glucosa.

En resumen, con los resultados de este capitulo, se muestra que la insulina es un
compuesto regulador de la glucosa que se superpone en la misma regién del IR medio que la
glucosa y tiene una absorcion optica similar en concentraciones fisiologicas relevantes, no
permitiendo una cuantificacién directa de la concentracion de glucosa a partir de muestras de
sangre. Es importante tener en cuenta este hallazgo para la implementacion del modelado in
vitro de sangre total para aplicaciones espectroscopicas. Dado que los pacientes con diabetes
tipo Il y gestacional son capaces de liberar insulina en el torrente sanguineo, es relevante
estudiar su participacion en la medicién, asi como los otros compuestos del mecanismo de
regulacién de la glucosa en el analisis espectroscopico con el fin de fines de cuantificacion.
Estos resultados son importantes porque proporcionan informacién relevante para definir
protocolos seguros para experimentos similares en pacientes diabéticos. También para
explorar la cuantificacion de la participacion de cada compuesto en la medicion Optica e
invita a considerar nuevas técnicas, como algunas propuestas en quimiometria, que involucra

el uso de algoritmos matematicos y computarizados para abordar una solucion para una
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cuantificacion y clasificacion de sistemas bioguimicos complejos. El siguiente problema a
resolver a raiz de estos hallazgos tiene que ver con analizar espectros de absorcion de

muestras con traslape espectral.

Capitulo 5

Protocolo de pre-proceso de senales bio-opticas

El ruido en los datos es un problema comdn que debe abordarse en la investigacion.
Dada la importancia de la resolucion y la precision en las mediciones, este problema se ha
vuelto cada vez méas importante en ciencias de la salud, biologia de sistemas, nanociencias,
sistemas de informacion y ciencias fisicas. [76, 77]. Desde que Savitzky y Golay publicaron
su trabajo en 1967. [78], Su método se ha convertido en la herramienta comun utilizada para
suavizar el ruido de cualquier tipo de sefial. [79, 80]. El algoritmo Saviztky-Golay (SG) es

un metodo en el que un promedio movil reemplaza las instancias de datos basandose en dos
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parametros: orden polinomial y tamafio de ventana. Una estrategia comuan utilizada para el
ajuste de parametros del tamafio de la ventana, se basa en la apreciacion arbitraria del usuario.
Esta estrategia considera una comparacion visual entre la sefial original adquirida y el
resultado después de que haya sido procesado por el algoritmo SG utilizando el parametro
modificado a consideracion del usuario [81]. Sin embargo, las sefiales bio-dpticas complejas
pueden no tener una curva espectral esperada que podria permitir pruebas empiricas en un
intento de aproximacion y se podria introducir una compensacion de sesgo. Desde este
enfoque, el significado fisico de la sefial procesada podria verse comprometido. Esto es de
enorme importancia en los campos de la ingenieria biomédica, dado que las especificaciones
de instrumentacion, las decisiones de procesamiento de datos y los protocolos se definen en
esta etapa de analisis. Algunos métodos han sido reportados capaces de automatizar los
parametros de SG [82-86]. Aunque estos algoritmos reportan un buen rendimiento, los
métodos utilizados para definir la optimizacion se basan en aproximaciones a curvas
espectrales predefinidas especificas, lo que podria conducir a un espectro con caracteristicas
eliminadas importantes. En este trabajo, proponemos un método para el suavizado de sefiales
bio-Opticas, desde un enfoque de muestreo de sefiales. En el cual el parametro de tamafio de
ventana del algoritmo SG se define en base al teorema de Nyquist-Shannon (NS), acercando
la sefial bio-Optica a una funcion periddica para definir el tamafio del parametro de ventana.
La aplicacion de este método se mostrara en el andlisis de espectros de absorcion de muestras

acuosas de glucosa en IR medio.

5.1 Descripcion de método de suavizado con aplicacion del

teorema de Nyquist-Shannon
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El teorema de NS es un principio comdnmente utilizado en la adquisicion de sefiales,
que establece que una sefial real cuyo espectro se limita a B (Hz), puede reconstruirse a partir
de muestras tomadas uniformemente, a una tasa minima de 2B muestras por segundo [87],
como se ha utilizado cominmente para la teoria de las comunicaciones y el procesamiento
de sefales. [88]. Como puede apreciarse en la Figura 24, donde la aproximacién a 2B permite

una recuperacion del perfil adecuado de una sefial analdgica.
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Figura 24. Muestreo de sefiales a distintos multiplos de la frecuencia natural de la sefial.

En el caso de las sefiales bio-Gpticas, estas se adquieren mediante el uso de una fuente
de luz dirigida a una muestra con un detector que recoge la respuesta de la interaccion luz-
muestra. En general, las muestras biologicas y los tejidos poseen principalmente tres

caracteristicas Opticas: absorcion, dispersion y fluorescencia [89]. El resultado de esta
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interaccion puede considerarse como la sefial analogica que se pretende digitalizar. La
correcta caracterizacion de las caracteristicas de estas sefiales bio-dpticas es importante para
la comprension del fendmeno analizado. Se ha informado que el estudio y la clasificacion de
estas caracteristicas mencionadas pueden realizarse en funcion de la forma real o las
estructuras relacionadas con el perfil de las sefiales bio-0pticas. [90, 91]. Nuestro enfoque
propone utilizar la forma de perfil de la sefial definida sobre su soporte correspondiente (es
decir, longitud de onda, nimero de onda, luminiscencia), traduciendo la definicién tipica de
frecuencia medida en Hz, a una con connotacidn optica. Por lo tanto, dado que la mayoria de
estas sefiales bio-Opticas muestran distribuciones en forma de I6bulos, a partir de las cuales
se puede construir el andlisis, se puede usar el caso de una funcién periddica para acercarse
a estas sefiales. En consecuencia, se puede considerar que una sefial bio-Optica tiene un perfil
periddico, determinado a partir del niamero de I6bulos adquiridos en la sefial, a partir de los
cuales se puede estimar la frecuencia de muestreo. Este mismo valor también se puede usar
para definir el pardmetro de tamafio de ventana para el algoritmo SG, como se muestra en la
ecuacion 2. Donde el resultado de la division, como se explica en el algoritmo SG original,

se debe redondear al nUmero impar mas cercano.

~ tamaiio de datos muestra (soporte de la sehal
Tamaio ventana SG = (sop , (2

lobulos en perfil de sefal

Permitiendo aplicar este algoritmo desde una perspectiva muestral. En el ejemplo que
se muestra en la Figura 25, el ruido gaussiano blanco aleatorio se aplica a una sefial periddica
genérica llamada funcién Original. Dado que se adquirieron siete lI6bulos principales por

encima y por debajo de cero en mas de 121 puntos de datos, como se puede observar en la
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Figura 25B. El coeficiente 121/7 o0 17, es el tamafio de ventana definido para ser utilizado

para el método de suavizado Savitzky-Golay-Nyquist (SGN). Recuperacidn de una sefial con

amplitud y distribucion espacial similar en comparacion con la original, como se muestra en

la Figura 25C.

Original function

0 2

Function with White Gaussian Noise

4 6 8 10 12
Signal support [A.U.]

Amplitude [A.U]

4 6 8 10 12
Signal support [A.U.]
Recovered function

4 6 8 10 12
Signal support [A.U.]

Figura 25. Suavizado SG aplicado a una sefial genérica que definiendo el pardmetro de

tamario de ventana por el teorema de Nyquist.
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Dado que el resultado de las lecturas experimentales de absorcidn nativa, dispersion
y fluorescencia, generaria sefiales con forma de Iébulo con valores mayores que cero. Por lo
tanto, la cantidad de I6bulos utilizados para el calculo de la ventana SG, en el caso de sefiales

bio-Opticas, se basaria en aquellos con valores positivos.

5.2 Aplicacion del método Savitzky-Golay-Nyquist a sefiales

espectroscopicas de glucosa en infrarrojo medio

Como se ha mencionado, la glucosa es un compuesto cuya cuantificacion en
humanos se ha estudiado con varios metodos, incluidas técnicas basadas en la dptica. [33].
La Figura 26, muestra los espectros de absorcion de muestras de glucosa aquosa en diferentes
concentraciones gque van desde 50 a 500 mg / dL. Estos espectros se obtuvieron con un
espectrometro FTIR (PerkinElmer, Spectrum Two), con una resolucion de 4 cm™. Es notable
que la absorcion de luz genero tres I6bulos en las regiones definidas en: 1300-1200cm™ para
L1, 1150-950cm™ para L2 y 960-850cm™ para L3, como se observa en la Figura 26. Se ha
informado que para Cuantificacion de la concentracion de glucosa por espectros de absorcion
en la regién IR media, las lecturas del compuesto se pueden encontrar entre 1150 y 950 cm™

L[56, 92].

Es importante tener en cuenta que los datos muestran un cambio en la linea de base,
ademas, la seleccion del pico de absorcion para fines de cuantificacion puede no ser clara.
Para lo cual, se podria usar una técnica de espectroscopia derivada para un analisis

cuantitativo [93].
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Para este caso particular, la técnica requiere un suavizado del espectro de absorcion
adquirido, aplicando el algoritmo SG. Seguido del célculo de la segunda derivada del
espectro. [94]. Después de ejecutar los procesos mencionados anteriormente en la sefial
adquirida, se puede obtener una relacion entre la concentracion y la absorcién éptica tomando
la diferencia entre el maximo mas alto y los valores minimos mas bajos del espectro derivado.
Cuando se espera una curva de calibracion lineal entre la métrica de absorcion dptica,

definida por esta diferencia y las concentraciones de compuesto analizadas [93, 94].

X1 0‘3 T T T T T T T T
——— 50 mg/dL L X
89 | —— 100 mg/dL T
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Figura 26. Espectros de absorcidn nativos de muestras de glucosa acuosa en la region IR

medio.
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Figura 27. Espectros de la segunda derivada de muestras de glucosa aquosa suavizadas por
SG, con tres tamafios de ventana diferentes (WS): A) WS = 29, B) WS =129, que
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corresponden a la aplicacion del teorema de Nyquist y C) WS = 169. Insertar en B) muestra

la dependencia lineal entre la estimacién de la absorcion y la concentracion de glucosa.

La Figura 27 muestra los espectros de la segunda derivada de L2 de las muestras
de glucosa aquosa que se muestran en la Figura 2, utilizando tres tamafios de ventana
diferentes. La aplicacion del teorema de NS para el parametro de tamafio de ventana para el
filtro SG, da un resultado de 129, considerando tres l6bulos, para 384 puntos de datos. La
Figura 27A muestra la segunda derivada de la sefial de la Figura 26, suavizada con un tamario
de ventana mas pequefio que el calculado con el teorema de NS. Donde, es notable que los
maximos y minimos no se alinean correctamente, no permitiendo un célculo de
cuantificacion. Ademas, gran cantidad de picos no es consistente, considerando el lébulo
principal que corresponde a la seccion analizada. La Figura 27C muestra la segunda derivada
de la sefial suavizada con un tamafio de ventana mayor que el calculado con el teorema de
NS. Alli, se habian eliminado demasiadas caracteristicas de la sefial. La forma de los
espectros derivados todavia no corresponde a un I6bulo principal y forzar el célculo de
cuantificacion mostraria que la concentracion de 150 mg / dL tendria una absorcion dptica
mas pequefia que las de 50 y 100 mg / dL, lo que llevaria a un error de célculo. La Figura
27B muestra la segunda derivada de la sefial suavizada con un tamafio de ventana estimado
con el teorema de NS. La forma de este espectro derivado es consistente con lo que se define
en la literatura para un lébulo principal [93], con una clara dependencia lineal entre la
concentracion de glucosa y la métrica de absorcidn Optica, que se muestra en el inserto de la

misma figura.
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En la misma figura, una caracteristica relacionada con la forma especifica
observable en la region de alrededor de 1070 cm™ estd presente para todas las
concentraciones para el segundo grafico derivado, que también se nota en las muestras
nativas de la Figura 26. Esa caracteristica espectral podria considerarse para mas detalles
Analisis con el uso de otras técnicas quimiométricas.

Por lo tanto, se obtuvo un resultado esperado de la relacion entre la absorcion éptica y la
concentracion, con la observacién de confirmar que L2 es una Region de interés (ROI) para

el analisis.

En resumen, la propuesta para determinar el parametro de tamafio de ventana para el
método de suavizado Savitzky-Golay, considera sefiales bio-dpticas con un perfil en forma
de I6bulo. Donde, al considerar la cantidad de l6bulos dividida por la magnitud del soporte
de la sefial, se puede calcular el tamafio de la ventana, ver Férmula 2. El uso del teorema de
Nyquist-Shannon, permite la implementacién del algoritmo de Savitzky-Golay desde un
enfoque de muestreo, considerando la distribucion espacial de la sefial adquirida para el
proceso de toma de decisiones. Los resultados muestran que el uso de este enfoque reduce el
ruido en las sefiales bio-Opticas, sin la eliminacion de caracteristicas importantes, lo que
permite confirmar o definir regiones de interés. Incluso cuando el significado fisico de los
datos utilizados en los ejemplos analizados era de diferente naturaleza, los resultados de la
aplicacion de este método de preparacidn de sefial para los espectros de absorcion de glucosa
en IR Medio vy la distribucion de luminiscencia en imagenes médicas digitales permitieron

obtener resultados validos para posterior estudio y analisis.
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Dado que la mayoria del andlisis de sefiales esta basado en computadora, el uso de
esta técnica podria mejorar el rendimiento de los algoritmos de analisis, para etapas

posteriores de investigacion.

El desarrollo de esta técnica puede ser utilizado para el estudio de muestras generadas
en mezclas a distintas concentraciones de glucosa e insulina a fin de analizar la posible

aportacion de cada uno de estos compuestos a los espectros de absorcion.

Capitulo 6

Analisis de muestras in vitro de glucosa - insulina

La busqueda de un metodo efectivo, no invasivo y de base optica para la medicion de
la glucosa en sangre es un trabajo en curso. Varios grupos de investigacion han reportado
avances significativos en el desarrollo de una técnica para tal fin, particularmente en la region
del IR medio. [36-38]. Cuando un desafio importante que se debe abordar esta relacionado
con la superposicion en los espectros de absorcion de glucosa e insulina, como se menciono

en el capitulo 3 de este documento [92]. Este es un tema importante, ya que ambos
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compuestos pertenecen al mecanismo de regulacion de la glucosa y su concentracion en
cambios en la sangre a tasas de magnitud similar. [20]. Como se ha presentado en este trabajo,
la presencia de insulina en muestras de sangre no permite una cuantificacion directa de la
concentracion de glucosa [92]. Por lo tanto, es muy importante estudiar la participacion de
cada compuesto en el analisis espectroscdpico, con el objetivo de cuantificar la glucosa y la
seleccidn de técnicas adecuadas de procesamiento y analisis de sefiales, seglin sea necesario
para abordar el problema de superposicion espectral. Una pregunta importante que debe
responderse es la magnitud de la contribucion al espectro de absorcion de cada compuesto,

en proporciones similares a las que se encuentran en la sangre.

Una técnica estadistica que se ha informado para evaluar y comparar de manera
efectiva las configuraciones de disefio y los efectos de los componentes se conoce como
disefio experimental factorial [95-97]. Una técnica estadistica que se ha informado para
evaluar y comparar de manera efectiva las configuraciones de disefio y los efectos de los
componentes se conoce como disefio experimental factorial [96]. Para k factores, a 2 niveles
para cada uno, 2 lecturas experimentales serian requeridas [95]. Desde donde, un analisis
estadistico de la salida permite construir modelos basados en las entradas, desde donde se
puede analizar y describir la magnitud del efecto de las entradas. Este trabajo utiliza esta
metodologia y la configuracion descrita anteriormente (2X), para comprender la contribucion

de la insulina y la glucosa al espectro de absorcion en la region del infrarrojo medio.

6.1 Metodologia experimental para analisis espectral de

muestras de glucosa-insulina en infrarrojo medio.
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Para el disefio experimental factorial, se definieron dos niveles de concentracion, Bajo
y Alto, para los insumos, considerando la importancia fisiologica. Segun la literatura, para la
glucosa (Pisa, Solucion DX-10®), la concentracion baja (Lg) se definié en 80 mg / dL y 180
mg / dL para la concentracion alta (Hg) [98]. Para la insulina (Lilly, Humulin N®), la
concentracion baja fue definida en 30uU/mL (Li) y 130uU/mL para la correspondiente
concentracion alta (Hi) [20]. La concentracion de estos niveles resulta en el siguiente orden
de muestras: Lg-Li, Lg-Hi, Hg-Li, Hg-Hi. Los espectros de absorcion se obtuvieron por medio
de un espectrometro FTIR (PerkinElmer, Spectrum Two), con una resolucion de 4 cm™. Las
lecturas de un total de 5 ensayos de cada muestra fueron adquiridas y utilizadas para el
estudio. Con el fin de procesar la sefial espectral y obtener una cuantificacion de la absorcion
Optica de la muestra, se utilizo espectroscopia derivativa. [94]. La técnica utilizada requiere
suavizar el espectro de absorcion adquirido, la cual se realiz6 aplicando el algoritmo de
Nyquist-Savitzky-Golay (NSG) [99]. Seguido por el célculo de la segunda derivada del
espectro. Después de ejecutar los procesos mencionados anteriormente en la sefial adquirida,
se puede obtener una relacion entre la constitucién de la muestra y la absorcion éptica,
calculando la sustraccion entre los valores del minimo més bajo y el méximo més alto del
espectro derivado. [94]. Se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) y un modelo de
regresion de la absorcion en términos de las concentraciones de los compuestos, para estudiar

la contribucion de la insulina y la glucosa.

El modelo de regresion lineal es de la forma:

y= Y0 — Ax1+Bx2+ABxix; ©)
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Donde la obsorcion (y) queda en términos de un modelo lineal donde participan la
aportacion de la insulina (A), la glucosa (B) y un término que representa la mezcla de

ambos compuestos (AB).

6.2 Resultados de aplicacion de disefio experimental factorial

a muestras de glucosa-insulina

Como se muestra en la Figura 28, el espectro de absorcidn para las muestras hechas
de una combinacion de glucosa e insulina se ubico en el rango de 1100-950 cm™. Las sefiales
se suavizaron con el método NSG. Los picos bajos y altos se identificaron y restaron para
obtener un pardmetro de absorcion, como se muestra en la Figura 29. La absorcion de todas
las muestras y ensayos se utilizé para realizar un analisis de varianza y también para obtener
un modelo de regresién lineal. Los resultados del ANOVA se muestran en la Tabla 1.
Cuando, dado que solo la glucosa y la insulina tienen un valor de p menor que 0.05, tienen
un efecto significativo sobre la absorcion, que no es el caso de la interaccion, lo que podria
representar una posible Enlace de los compuestos. La tabla 2 muestra los resultados del
modelo de regresion. La estimacion de los coeficientes, que representa la participacion de
cada compuesto en el resultado, muestra que la glucosa tiene una mayor contribucion al
espectro de absorcion que la insulina. Su combinacion, llamada interaccion, no tiene una
participacion considerable en el resultado. Este modelo es capaz de explicar el 88% de las

variaciones en la absorcion.
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Figura 28. Espectros de absorcion en infrarrojo medio de muestras de glucosa-insulina.
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Figura 29. Segunda derivada de espectros de absorcion de muestras de glucosa-insulina.
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Tabla 5. Andlisis de varianza de absorcion Optica de muestras de glucosa-insulina.

Sum de
DF cuadrados Mean Square Valor-F Valor-p
Insulina 1 7.61e13 7.61e13 35.74 1.93e”
Glucosa 1 2.44e12 2.44¢12 114.50 1.06e®
Interaccion 1 4.61e 4.61et 2.16 0.1605
Modelo 3 3.24¢12 1.08e 12 50.80 2.12¢®
Error 16 3.40e13 2.13¢

Tabla 6. Modelo de regresion para absorcion éptica de muestras de glucosa-insulina

Coef Std.Err. valort Pr(>|t[)
Intercept (yo) 2.55¢% 3.262¢® 78.18 2.0e16
Insulina (A) 1.95¢7 3.262¢® 5.979 1.93¢®
Glucosa (B) 3.49 7 3.262¢3 10.70 1.06e8
Interaccion (AB)  4.8e®  3.262¢3 1.472 0.16
AdjR?=0.887 F=50.8 p-val 2.12e®

Como se puede apreciar en la Figura 30, se confirma que la participacion en la

absorcion de luz en la region de infrarrojo medio, definida por la magnitud de los
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coeficientes, es mayor para la glucosa que para la insulina, mientras que la posible interaccion

no tiene una aportacion considerable.

Pareto plot

Glucose

Sign of coefficient

Insulin
Negative

Effect name

Insulin:Glucose

De;DD WelDT ZB:D? EE:D?

Magnitude of effect

Figura 30. Grafica de Pareto de comparacion de coeficientes de componentes de modelo de

regresion lineal para absorcion dptica de muestras de glucosa-insulina.

El uso del disefio experimental factorial permitié encontrar que la glucosa tiene una
mayor influencia en la absorcién oOptica que la insulina en muestras combinadas. Ademas,
que la interaccion de estas sustancias no tiene influencia significativa en el resultado. Esto
podria explicarse dado que, a pesar de la presencia de ambos compuestos, no hubo cambios

quimicos en los enlaces. Estos hallazgos se obtuvieron independientemente de la
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superposicién espectral conocida de estas sustancias. Ademas, la magnitud de la contribucion
de las sustancias involucradas en el experimento podria usarse para definir técnicas de
procesamiento de sefiales y quimiomeétricas, con el objetivo de la cuantificacion selectiva. Al
igual que en este caso, el uso del disefio experimental factorial podria proporcionar nuevas e

interesantes perspectivas para la caracterizacion de materiales pticos.
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Capitulo 7

Conclusiones

En primera instancia, con el planteamiento de analizar muestras de sangre en un
protocolo experimental de un usuario sano sometido a una prueba de tolerancia a la glucosa,
se mostrd que la insulina es un compuesto regulador de la glucosa que se superpone en la
misma regién del IR medio que la glucosa y tiene una absorcion Optica similar en
concentraciones fisioldgicas relevantes, no permitiendo una cuantificacion directa de la
concentracion de glucosa a partir de muestras de sangre. Es importante tener en cuenta este
hallazgo para la implementacion del modelado in vitro de sangre total para aplicaciones
espectroscopicas. Dado que los pacientes con diabetes tipo Il y gestacional son capaces de
liberar insulina en el torrente sanguineo, es relevante estudiar su participacion en la medicion,
asi como los otros compuestos del mecanismo de regulacion de la glucosa en el andlisis
espectroscopico con el fin de fines de cuantificacidn. Estos resultados son importantes porque
proporcionan informacién relevante para definir protocolos seguros para experimentos
similares en pacientes diabéticos. También para explorar la cuantificacion de la participacién
de cada compuesto en la medicion dptica e invita a considerar nuevas técnicas, como algunas
propuestas en quimiometria, que involucra el uso de algoritmos matematicos vy
computarizados para abordar una solucién para una cuantificacion y clasificacion de sistemas

bioquimicos complejos.
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Una vez encontrada el posible traslape espectral entre la glucosa y la insulina en la
caracterizacion de muestras de sangre en un protocolo de OGTT, se hizo necesario
determinar una técnica para el andlisis de sefiales espectrales en la region del infrarrojo
medio. Donde la técnica comunmente basada en espectroscopia derivativa implica un
proceso de suavizado donde el método de Savitzky-Golay, generalmente usado, se basa en
dos parametros, el orden de polinomio de regresion y el tamafio de la ventana de puntos a
promediar. La propuesta presentada en esta investigacion, para determinar el parametro de
tamafo de ventana para el método de suavizado Savitzky-Golay, considera sefiales bio-
oOpticas con un perfil en forma de 16bulo. Donde, dependiendo de la cantidad de I6bulos
dividida por la magnitud del soporte de la sefial, se puede calcular el tamafio de la ventana,
ver Férmula 2. El uso del teorema de Nyquist-Shannon, permite la implementacion del
algoritmo de Savitzky-Golay desde un enfoque de muestreo, por Considerando la
distribucion espacial de la sefial adquirida para el proceso de toma de decisiones. Los
resultados muestran que el uso de este enfoque reduce el ruido en las sefiales bio-6pticas, sin
la eliminacion de caracteristicas importantes, lo que permite confirmar o definir las Regiones
de Interés. Incluso cuando el significado fisico de los datos utilizados en los ejemplos
analizados era de diferente naturaleza, los resultados de la aplicacion de este método de
preparacion de sefial para los espectros de absorcion de glucosa en IR Medio y la distribucion
de luminiscencia en imagenes médicas digitales permitieron obtener resultados véalidos para

posterior estudio y analisis.
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Dado que la mayoria del andlisis de sefiales esta basado en computadora, el uso de
esta técnica podria mejorar el rendimiento de los algoritmos de analisis, para etapas

posteriores de investigacion.

Para este trabajo, la seleccion del I6bulo se realiz6 manualmente, un trabajo futuro

podria centrarse en la automatizacion de este proceso.

Con el desarrollo de la técnica de analisis mencionada arriba, fue posible realizar un
estudio basado en un disefio experimental factorial que permitié encontrar que la glucosa
tiene una mayor influencia en la absorcion dptica que la insulina en muestras combinadas.
Ademas, que la interaccién de estas sustancias no tiene influencia significativa en el
resultado. Esto podria explicarse dado que, a pesar de la presencia de ambos compuestos, no
hubo cambios quimicos en los enlaces. Estos hallazgos se obtuvieron independientemente de
la superposicion espectral conocida de estas sustancias. Ademas, la magnitud de la
contribucion de las sustancias involucradas en el experimento podria usarse para definir
técnicas de procesamiento de sefiales y quimiomeétricas, con el objetivo de la cuantificacion
selectiva. Al igual que en este caso, el uso del disefio experimental factorial podria

proporcionar nuevas e interesantes perspectivas para la caracterizacion de materiales opticos.

En general, estos resultados permitieron obtener un panorama de la interaccion de la
glucosa y de un importante compuesto que participa en su mecanismo de regulacion, que es

la insulina, cuyo involucramiento desde la perspectiva dptica, no habia sido considerado en

74



la literatura existente. Por lo que estos hallazgos seran de utilidad al considerarse junto a otros
esfuerzos realizados por otros grupos de investigacion, con la intencion de desarrollar
técnicas no invasivas de cuantificacion de glucosa, con la sensibilidad y especificidad

requerida para aplicaciones médicas.
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Capitulo 8

Trabajo a futuro

Con los resultados presentados en esta investigacion se han obtenido pueden
considerarse para el estudio de técnicas basadas en técnicas quimiométricas para realizar

cuantificaciones de los compuestos de interés, en este caso, la glucosa y la insulina.

Al mismo tiempo se puede considerar un experimento donde con muestras de
concentracion controlada de glucosa e insulina se pueda simular una prueba de tolerancia a
la glucosa en sujetos sanos, de tal forma que se comprobaria que este es el modelo o phantom
adecuando para este tipo de estudios, sobre el cual se pudieran considerar casos patoldgicos

para su correspondiente estudio, como se muestra en el anexo.

Un complemento importante de este tipo de investigaciones se relaciona a
simulaciones computacionales, donde a partir de estimaciones hechas a partir de los
resultados presentados en esta investigacion, se pueden hacer aproximaciones a escenarios
fisiolégicos que permitan entender mas detalles de la interaccién entre la luz, las sustancias

y los medios de interés.
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Otra oportunidad existe en explorar la espectroscopia Raman. Esta es a menudo
considerada complementaria a la espectroscopia IR. Para moléculas simétricas con un centro
de inversion, Raman e IR se excluyen mutuamente. En otras palabras, los enlaces que son
activos por IR no seran activos por Raman y viceversa. Otras moléculas pueden tener enlaces
gue son Raman-activos, IR-activos, o aplicar para ambos o ninguno de los casos. Por lo que
cabria la posibilidad de encontrar regiones de caracterizacion distintas a pesar de los
componentes que participen en las muestras y posiblemente hacer cuantificaciones directas

mas especificas [40].

La continuacion de esta linea de investigacién permitird hacer propuestas de
instrumentacién y prototipos con los que se puedan explorar experimentos de cuantificacion
de glucosa por medios no invasivos, basados en espectroscopia de infrarrojo medio y asi
definir, basandose la resolucion de la medicion, asi como de la sensibilidad y especificidad

de las mismas, el alcance de estas técnicas para el objetivo mencionado.
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Capitulo 9

Productividad académica

En el afio 2016 se participo en la conferencia SPIE Optics+Photonics con un trabajo

que presentaba el enfoque con el que proponia llevar a cabo esta investigacion.

Romo-Cardenas, G. S., Sanchez-Lopez, J. D., Nieto-Hipolito, J. I., Cosio-Leon, M.,
Luque-Morales, P., & Vazquez-Briseno, M. (2016, September). Proposal for study on IR
light and glucose phantom interaction for human glucose quantification applications. In
Reflection, Scattering, and Diffraction from Surfaces V (Vol. 9961, p. 99610V).

International Society for Optics and Photonics.

Con el avance de la investigacion, a principios de 2017, se publicé en la revista
Results in Physics, los resultados de los experimentos del andlisis de la absorcion Optica de
las muestras de sangre durante la prueba OGTT. Donde se presento el hallazgo de traslape

espectral entre la glucosa y la insulina.

Romo-Cardenas, G., Sanchez-Lépez, J. D. D., Luque, P. A., Cosio-Ledn, M., Nieto-
Hipdlito, J. I., & Vazquez-Brisefio, M. (2017). Insulin overlapping in whole blood FTIR

spectroscopy in blood glucose measurements. Results in Physics, 7, 1221-1222.

Al continuar con el analisis de las sefiales espectrales basandose en técnicas

derivativas, se publico nuevamente en la revista Results in Physics, a mediados de 2018,
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sobre la aplicacion del teorema de muestreo para preparar muestras espectrales y su

aplicacion a sefiales bio-0Opticas de distinta naturaleza.

Romo-Cérdenas, G., Avilés-Rodriguez, G. J., Sdnchez-Lopez, J. D. D., Cosio-Leon, M.,
Luque, P. A., Gomez-Gutierrez, C. M., Gomez, M. Vézquez & Navarro-Cota, C. X.
(2018). Nyquist-Shannon theorem application for Savitzky-Golay smoothing window size

parameter determination in bio-optical signals. Results in Physics, 11, 17-22.

Dando continuacion a los avances, en agosto de 2018 se presentd una platica en la
conferencia Optics+Photonics 2018 en la ciudad de San Diego Ca. Donde se expuso sobre

los avances y perspectivas de esta investigacion.

Romo-Cardenas, G. S., de Dios Sanchez-Ldpez, J., Cosio-Leon, M., Luque-Morales, P.,
Gbmez, C. M., Nieto-Hipodlito, J. I., Nieto & Brisefio, M. V. (2018, September). Study on
mid-IR spectroscopy on whole blood samples for human glucose quantification
applications. In Infrared Sensors, Devices, and Applications VIII (Vol. 10766, p.

107660L). International Society for Optics and Photonics.

A finales de 2018 se sometio nuevamente en la revista Results in Physics sobre los
resultados de la aplicacion del disefio experimental factorial a las muestras de glucosa e
insulina, donde se encontro sobre la participacion de cada una de estas al espectro de

absorcion en la ventana de interés y a pesar del traslape espectral.

Application of Factorial Experimental Design on the Optical Absorption from Glucose —

Insulin Samples in Mid-Infrared Spectroscopy
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G. Romo-Cardenas!, J. de D. Sanchez-Lopez!, M. Cosio-Leén?, P.A. Luque!, C.M.
Gomez-Gutiérrezt, Juan I. Nieto-Hipdlito!, Santiago Camacho-L6pez?, Arturo Jiménez-

Cruz*,
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APENDICE

Analisis de espectroscopia para experimento
factorial programado en RStudio

2K Mid-IR Glu-Ins

Gerardo S. Romo-Cardenas

28 de mayo de 2018

R Markdown

# Andlisis datos experimento 27k de glucosa e insulina 5 abril 2018
# Hecho por GSRC
# UABC Junio 2018

# Librerias
library(ChemometricsWithR)

## Loading required package: ChemometricsWithRData
## Loading required package: MASS
## Loading required package: pls

H#i
## Attaching package:

pls

## The following object is masked from 'package:stats’:
H#it
Hi#t loadings

## Loading required package: kohonen

H#i
## Attaching package: 'ChemometricsWithR'

## The following object is masked from 'package:stats’:
H#it
#it screeplot

library(signal)
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##
## Attaching package: 'signal'’

## The following objects are masked from
##
H## filter, poly

library(ggplot2)

setwd("C:/Users/Gerardo/Dropbox/Proyecto
s/FTIR/2K/Confirm")

#Archivos

Dattl<-read.csv(file="LglLi2.csv", header
Datt2<-read.csv(file="LgHi2.csv", header
Datt3<-read.csv(file="HglLi2.csv", header
Datt4<-read.csv(file="HgHi2.csv", header

'package:stats’:

Deteccidén de Glucosa/Experimento

FALSE, sep = ",")
FALSE, sep = ",")
)
)

FALSE, sep = ","
= FALSE, sep = ","

wavenum< -read.csv(file="wavel71.csv", header = FALSE, sep = ",")

sgw<- 83 #No se observa ruido
sgwp<-7

# Andlisis de L-L
plot(t(Dattl), type="1")

-0.0010

t{Datt1)

-0.0020

| | |
0 20 100

Index

sgtl<-sgolayfilt(t(Dattl),p=3,n=sgw)
plot(sgtl, type = "1")
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-0.0010

sgt1

-0.0020

| | | |
0 20 100 130

Index

Dattl.diff<-apply(t(sgtl),1,diff)
Dattl.diffb<-sgolayfilt(apply(t(Dattl.diff),1,diff),p=3,n=sgw)

plot(Dattl.diff, type="1")

95



Datt1.diff
2e-05

-2e-05

0 a0 100 150

Index

plot(Dattl.diffb,type="1")

50e-07
I

Datt1.diffb
-5.0e-07
l

| | | |
0 20 100 150

-1.5e-06
I

Index

sgtlDiffb<-sgolayfilt((Dattl.diffb),p=3,n=sgwp)
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# Andlisis Lg-H1i
plot(t(Datt2), type="1")

0.0000
I

t{Datt2)
-0.0010

-0.0020

| | | |
0 20 100 130

Index

sgt2<-sgolayfilt(t(Datt2),p=3,n=sgw)
plot(sgt2, type = "1")
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0.0000
I

sgt2
-0.0010

-0.0020

| | | |
0 20 100 130

Index

Datt2.diff<-apply(t(sgt2),1,diff)
Datt2.diffb<-sgolayfilt(apply(t(Datt2.diff),1,diff),p=3,n=sgw)

plot(Datt2.diff, type="1")
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4e-05
l

Datt2 diff
Qe+00
|

-4e-05

0 a0 100 150

Index

plot(Datt2.diffb,type="1")

Datt2 diffb
Qe+00
|

-2e-06

| | | |
0 20 100 150

Index

sgt2Diffb<-sgolayfilt((Datt2.diffb),p=3,n=sgwp)
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# Andlisis Hg-L1
plot(t(Datt3), type="1")

-0.0005 0.0005

t{Datt3)

| | | |
0 20 100 130

-0.0020

Index

sgt3<-sgolayfilt(t(Datt3),p=3,n=sgw)
plot(sgt3, type = "1")
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-0.0005 0.0005

sgt3

-0.0020

| | | |
0 20 100 130

Index
Datt3.diff<-apply(t(sgt3),1,diff)
Datt3.diffb<-sgolayfilt(apply(t(Datt3.diff),1,diff),p=3,n=sgw)

plot(Datt3.diff, type="1")
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4e-05

Datt diff
Ce+00
|

-4e-05

0 a0 100 150

Index

plot(Datt3.diffb,type="1")

2e-06

Datt3 diffb
Ce+00
|

-2e-06

| | | |
0 20 100 150

Index

sgt3Diffb<-sgolayfilt((Datt3.diffb),p=3,n=sgwp)
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# Andlisis Hg-H1i
plot(t(Datt4), type="1")

0.0010
I

t{Datt4)
-0.0005

| | | |
0 20 100 130

-0.0020

Index

sgtd<-sgolayfilt(t(Datt4),p=3,n=sgw)
plot(sgt4, type = "1")
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0.0010
I

sgtd
-0.0005

-0.0020

| | | |
0 20 100 130

Index

Datt4.diff<-apply(t(sgtd),1,diff)
Datt4.diffb<-sgolayfilt(apply(t(Dattd.diff),1,diff),p=3,n=sgw)

plot(Datt4.diff, type="1")
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Datt4 diff
-2e-05 2e-05 6e-05

-Ge-05

0 a0 100 150

Index

plot(Datt4.diffb,type="1")

3e-06

1e-06

Datt4 .diffb
-1e-06
I

-3e-06

| | | |
0 20 100 150

Index

sgt4Diffb<-sgolayfilt((Datt4.diffb),p=3,n=sgwp)
#Graficando
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#Data frame 2da derivada

dif2<- data.frame(wavenum,Dattl.diffb,Datt2.diffb,Datt3.diffb, Datt4.diff

b)

ggplot(dif2, aes(wavenum)) + # basic graphical object
geom_line(aes(y=Dattl.diffb), colour="black") + # First Layer
geom_line(aes(y=Datt2.diffb), colour="blue") + # second Layer
geom_line(aes(y=Datt3.diffb), colour="brownl") + # third Layer
geom_line(aes(y=Datt4.diffb), colour="darkgoldenrodl") + # fourth Laye

r
ylab("2nd derivative")+xlab("Wavenumber [cm”-1]")

## Don't know how to automatically pick scale for object of type data.fra
me. Defaulting to continuous.

2e-06 -

Oe+00-

2nd derivative

-2e-06 -

950 1000 1050 1100
Wavenumber [cm®-1]

#Data frame 2da derivada
sgdif2<- data.frame(wavenum,sgtlDiffb,sgt2Diffb,sgt3Diffb, sgt4Diffb)
ggplot(sgdif2, aes(wavenum)) + # basic graphical objec
t
geom_line(aes(y=sgtlDiffb), colour="black") + # First Layer
geom_line(aes(y=sgt2Diffb), colour="blue") + # second Layer
geom_line(aes(y=sgt3Diffb), colour="brownl") + # third Layer
geom_line(aes(y=sgt4Diffb), colour="darkgoldenrodl") + # fourth Layer
ylab("2nd derivative")+xlab("Wavenumber [cm”-1]")

## Don't know how to automatically pick scale for object of type data.fra
me. Defaulting to continuous.
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Z2nd derivative

#Generacion de archivo CSV con resultados

write.csv(sgdif2,file = "2Ktrial2.csv", sep =

= "double")

## Warning in write.csv(sgdif2, file = "2Ktrial2.csv",
zz &A, : attempt to set 'col.names' ignored

## Warning in write.csv(sgdif2, file = "2Ktrial2.csv",
zi NA, : attempt to set 'sep' ignored

## Warning in write.csv(sgdif2, file = "2Ktrial2.csv",
zi ﬁA, : attempt to set 'gmethod' ignored

library(pid)

## Loading required package: png

## Loading required package: FrF2

## Loading required package: DoE.base

## Loading required package: grid

## Loading required package: conf.design

]
[1¢]
1
=
o
1

De+00 -

]
m
i
=
N
1

950

1000

Wavenumber [cm*-1]

1050
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##
## Attaching package: 'DoE.base’

## The following objects are masked from 'package:stats':
##
## aov, 1m

## The following object is masked from 'package:graphics':
##

H## plot.design

## The following object is masked from 'package:base’:
H#it

it lengths

Insulin<-c(-1,+1,-1,+1,-1,+1,-1,+1,-1,+1,-1,+1,-1,+1,-1,+1,-1,+1,-1,+1)
Glucose<-c(-1,-1,+1,+1,-1,-1,+1,+1,-1,-1,+1,+1,-1,-1,+1,+1,-1,-1,+1,+1)
y<-c(2.12E-06, 2.57E-06, 2.61E-06, 3.12E-06, 2.08E-06, 2.16E-06, 2
.66E-06, 3.01E-06, 1.99E-06, 2.19E-06, 2.44E-06, 3.09E-06,2.12E-06,
2.47E-06, 2.61E-06, 3.31E-06, 1.96E-06, 2.35E-06, 2.96E-06, 3.18E
-06)

model<-1m(y~Insulin*Glucose)

contourPlot(model, xlim=c(-1.2, 1.2), ylim=c(-1.2,1.2))

Contour plot

11 @ @
leve
3.25e-05
ﬁ e
3.00e-05
o
O 0 2 75e-0f
= 2 B0e-06
=y Lalle-
O

. 2.25e-06

Insulin

# Visualize output
model
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Hit

## Call:

## 1m.default(formula = y ~ Insulin * Glucose)

Hit

## Coefficients:

H# (Intercept) Insulin Glucose Insulin:Glucose
Hit 2.55e-06 1.95e-07 3.49e-07 4.80e-08

summary (model)

##t

## Call:

## 1m.default(formula = y ~ Insulin * Glucose)

##

## Residuals:

H## Min 1Q Median 3Q Max
## -2.16e-07 -7.15e-08 -1.00e-08 6.60e-08 3.04e-07
Hit

## Coefficients:

# Estimate Std. Error t value Pr(>|t])

## (Intercept) 2.550e-06 3.262e-08 78.184 < 2e-16 ***

## Insulin 1.950e-07 3.262e-08 5.979 1.93e-05 ***

## Glucose 3.490e-07 3.262e-08 10.701 1.06e-08 ***

## Insulin:Glucose 4.800e-08 3.262e-08 1.472 0.16

## ---

## Signif. codes: © '***' 9,901 '**' @9.01 '*' ©.05 '.' 0.1 ' ' 1
##

## Residual standard error: 1.459e-07 on 16 degrees of freedom
## Multiple R-squared: ©0.905, Adjusted R-squared: 0.8872
## F-statistic: 50.8 on 3 and 16 DF, p-value: 2.12e-08

paretoPlot(model)
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Pareto plot

Glucose T

L]

= . .

i _ Sign of coefficient

+ Insulin M .

2 egative
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Insulin:Glucose
De;EIEI “Iellil? Eelﬂ? EE:D?
Magnitude of effect

z<-aov(y~Insulin*Glucose)
summary(z)
#it Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
## Insulin 1 7.605e-13 7.605e-13 35.746 1.93e-05 ***
## Glucose 1 2.436e-12 2.436e-12 114.502 1.06e-08 ***
## Insulin:Glucose 1 4.610e-14 4.610e-14 2.166 0.16
#i# Residuals 16 3.404e-13 2.130e-14
##H ---
## Signif. codes: © '***' 9,001 '**' @9.01 '*' ©0.05 '.' 0.1 ' ' 1
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